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أهداء 


إلى أسرتى الغالية 
وفاء وإعترافاً بفضلها وتضحيتها بوقتها 
لاتمام تأليف هذا الكتاب 


مقد مسسةه 

يعتبر الحمض الأمينى الوحدة الأساسية لتكوين البروتينات والببتيدات ومن 
المعروف أن البروتينات من ضمن المواد النباتية الأساسية التى تدخل فى تركيب 
مركبات عديدة ذات وظائف فسيولوجية مهمة جداً للانسان وباقى الكائنات الحية 
وتعتبر الحياة مستحيلة بدون البروتينات بالاضافة إلى ذلك» نوعية الأحماض 
الأمينية التى لها دور هام فى مجال التغذية وتحديد القيمة الغذائية للأطعمة كما 
أن التمثيل الغذائى غير السليم للأحماض الأمينية يؤدى إلى حدوث أمراض 
وراثية خطيرة. ومن هذا يتبين مدى أهمية التعرف وصفيا وكميا على أنواع 
الأخماطن الأمينية. 

تتطلب بعض الكائنات الحية مثل الإنسان والحيوان أنواع معينة من 
الأحماض الأمينية لا يستطيع تخليقها داخل أنسجتها وقد أطلق عليها الأحماض 
الأمينية الأساسية (الضرورية) والتى لابد أن نتناولها فى الغذاء. على ذلك: يجب 
ان تحتوى الوجبات الغذائية المتزنة على جميع هذه الأحماض الأساسية 
بتركيزات مناسبة . ومما هو جدير بالذكرء ان النبات فقط من بين الكائنات الحية 
الذى يستطيع تخليق الأحماض الأمينية الأساسية» وكذلك تستطيع بعض 
الثدييات ايضا تخليق عدد محدود من تلك اللاحماض الامينية. 

ونظرا لانتشار الأحماض الأمينية بأنواعها المختلفة وبكميات متباينة بين ٠‏ 
الكائنات الحية» فانه توجد ثلاث قطاعات أساسية تهتم بتقدير الأحماض الأمينية 
وهى الطبية والصناعية والبحثية. فمن الناحية الطبية تدخل الأحماض الأمينية 
فى مجالات الأغراض التشخيصية وتنظيم الغذاء ومن الناحية الصناعية فهى 
تدخل فى مراقبة الجودة ومن الناحية البحثية وهى التى تجرى فى الجامعات 
والمعاهد العلمية فان دراسة الأحماض تخدم فروع العلوم المختلفة مثل: الكيمياء 
الحيوية والبيولوجيا الجزيئية والميكروبيولوجيا والمعامل المركزية الخدمية. 


,ا 


الطرق الحديئة لتحليل الأحماض الأمينية وتقييم نوعية البروتين 


ويتعرض هذا الكتاب إلى المشاكل التى تحدث أثناء التحليل المائى للبروتينات 
والبيتيدات بغرض الحصول على الأحماض الأمينية الحرة لدراسة مكوناتها كذلك 
الطرق المختلفة لتخضين مشتقات الأحماض الأمينية للكشت عنها وتقديزها كميا 
سواء باستخدام جهاز التحليل الكروماتوجرافى السائلى أو جهاز تحليل الأحماض 
الأمينية ثم مقارنة كفاءة هذه الطرق مع بعضها البعض. وقد ذكرت التطبيقات 
المختلفة التى تعتمد على نوعية الأحماض الأمينية» فعلى سبيل المثال الكشف 
عن غش اللحوم الحمراء بلحم الدجاج وتحديد المصدر النباتى الذى استخدم فى 
تحضير المنتجات الغذائية . 

وأسأل لله أن يفيد هذا الكتاب ولو بالجزء اليسير للسادة القائمين بالبحوث 
الأكاديمية والتطبيقية. 


المحتويات 
الموضوع 


أولا: الأحماض الأمينية 
-١-١‏ التركيب الكيميائى والخصائص العامة ---ستسييببتبتبت. 57 
الاب الحروف المختصرة ب اي ل 
١-؟-‏ الخواص الايونية 0000 10 


ثانيا: تقسيم الأحماض الأمينية بالغذا. .. مر ا 000 
ثالثا: علاقة الأحماض الأمينية بالغذا. تك كسلا سما واب ا ا 
1-5- وجود الأحماض الأمينية فى الطعام ٠.-ب-..‏ 00 


رابعاً: تحليل الأحماض الأمينية في المنتجات الغذانية 
داك قدارل الأطماسطن الاميقية الحرة + 
اجلات تعليل الأحماسن الأعرنية اموق ا 000 
:-5- تحضير العينات والمعاملات التى تجرى عليها -.. ... .. 
4 -4- طرق التحليل المائى للأغذية ومواد العلاف -.- 


خامسا: تقدير الأحماض الأمينية في الطعام والأعلاف 
١ -5‏ طرق الكشف عن الأحماض الأمينية (اللونية- الفلوره) 
ه- -١‏ التقدير الكمى باستخدام التحليل الكروماتوجرافى الغازى . 
-؟- مشتقات الأحماضن الأميتية للفضل الكروماتوجراقى السائلى .بد: 
ه؟-ط!ا- الننهيدين 00 7 0 10 1 1015101 |1 |1010 1 1 1 1 1 1 1 ||[ [ز[ز[ز[ [ [ [ [ 1 1711111 
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ه-4-5- فلوروثئائى ثيكرو هِقْزين سم تت 3 


ه-5- ه- فينايل أيزوثيوسيانات - 

ه-5- 58- فينايل ثيوهيدرانتوين 

ه-5-- فلورونيل ميثوكسى كاربونيل كلوريد - 

ه- ”8-5- كلوريد الدانسيل . 

دم دوت كل زيه الداسية ا دة 01000000 


سادسا: التحليل الكرو ماتوجرافي السائل 
. -1- أساسيات 0 205008 
ا جاح رعو ها لانخرك قروا رورائي لال 
5-5- الطور المتحرك ٠‏ 
4-4- الاطوار التابتة المرتبطة كيماويا ٠‏ 
2-5- التقدير الكمى .. 


كسك ظروف الفصل لبعضص مشتقات الأحمامن الأمينية سك 


سابعا: آلية فصل الأحماض الأمينية بإستخدام المبادلات الأآيونية 
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1-1- تحضير مواد التبادل الأيوكى ست مم ست .نت 000 ا ردن 
ثامنا: جهاز تحليل الأحماض الأمينية وو ام الو 0 1 
فرت دل قلات غافة عن فصل الأشناس الأو سا صا 1 
51-4- تقدير الأحماض الأمينية كميا - ا دن 
تاسعاً: تطبيقات عامة على تحليل الأحماض الأمينية 
ا اح ارح ا ناض اميه اانى يي جح البذره . احيدل 
5-5- الكشف عن تلوث الطعام بالسموم الفطرية - طن 
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8 -4- التقييم الغذائى لبعض البذور 56605 والنقل 1115 
6-8 تقييم بروتين الأغذية 
-5- تأثير التركيب الفراغى للأحماض الأمينية على القيمة الغذائية 
للبروتين 
تلات وراسة المعاملات الصداعية على القيمة الغذائية للبروتين 
8-3- الكشف على غش الأغذية . 
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أولاً: الأحماض الأمينية 

تعتبر الأحماض الأمينية ضمن المكونات الأساسية لجميع الأغذية ومع ذلك 
فانه يوجد اختلافا كبيرا فى محتواها من الاحماض الامينية . وهى توجد كمكون 
أساسى فى تكوين البروتينات» وعند هضم البروتين فانه يعطى أحماض أمينية 
حرة وببتيدات قصيرة السلسلة تمتص بواسطة الجسم. وتستخدم الأحماض 
الأمينية فى الغذاء لإنتاج البروتينات اللازمة لاعطاء التركيب البنائى والوظائف 
الفسيولوجية للأنسجة المختلفة وكذلك الهرمونات وأعضاء الجهاز العصبى: ومن 
المعروف أن افوا جات الحيوانات ثلا حماسن الأعئنية تكتلف: حن كصنها التعطن 
تبعاً للنوع. وكذلك تختلف إحتياجات الكائنات الحية من الأحماض الأمينية طبقا 
للعمر. لذلك لابد من وجود كميات مناسبة من كل حمض أمينى فى الغذاء. 
والجدول فى صفحة ؟ يبين إحتياجات الإنسان من الأحماض الأمينية الأساسية 
طبقاً لمراحل النمو. 

وق الاأعمتاسن الأميدةمركباكعصوية كاك ارزان جزيقية متقخنضة 
تتراوع ما بين 1د :5 وتحتوى على الأقل على مجموعة كربوكسيل واحدة 
(00011©-) ومجموعة أمين واحدة (1/112-). وترجع الاختلافات بين الأحماض 
الأمينية المختلفة إلى طبيعة مجموعات السلاسل الجانبية (10-) والتى لها أهمية 
أساسية وتميز كل حمض أمينى عن الآخر. 


ا عر > ١‏ 
الإعووروط 02م مدخ ناي 1 00 
منممع ١‏ 7 


الرمز العام للحمض الأمينى 
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احتياجات الإنسان من الأحماض الأمينية الأساسية 














فينايل آلانين + تيروزين 1 
ثريونين و7 
تربتوفان 3 


فالين 








كمية الأحماض الأمينية الأساسية 
الكلية 


كمية الأحماض الأميئية الأساسية 
الكليةكسية البووتيخ النطتوية 


من المعروف أن الهستدين هو حمض أمينى أساسى بالنسبة للأطفال ويحتاج البالغ الى 
مستويات منخفضة منه. هذه الارقام ماخوذة من 80/18/8510 (1973). 
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ومن معرفة التركيب الكيميائى للمجموعة 1 فانه يمكن استنتاج خواص 
الأحماض الأمينية وبالتبعية عند معرفة خواص الحمض الأميتى فانه يمكن 
التعرف على ماهية المجموعة :1 ثم الحمض الأمينى. والجدير بالذكر أنه يوجد 
تقريبا ١4‏ حمض أمينى مختلف فى البروتينات الطبيعية . 

وفى الطبيعة توجد الأحماض الأمينية في الصورة اليسارية (20ه:-.آ) 
وتوجد أيضا فى الطبيعة بعض الأحماض الأمينية فى الصورة اليمينية 
(ئ10-10) ولكنها متخصصة جداً فهى عادة ما توجد مرتبطة مع مركبات 
أخرى غالبا ما تكون سامة. 


٠-١‏ التركيب والخصائص العامة للأحماص الأمينية: 


يوجد تقريبا ٠١‏ حمض أمينى فى البروتينات وكلها ألفا أمينو ماعدا حمضين 
ألفا ايمينو وهما البرولين والهيدروكسى برولين. ويطلق على الأحماض الأمينية 
ألفا نظرا لإرتباط مجموعة الأمين على ذرة الكربون ألفا للسلسلة وهى ذرة 
الكربون المجاورة لمجموعة الكربوكسيل. والجدير بالذكر أن كلا المجموعتين 
الكربوكسيل والأمين تكونا متصلتين بذرة كربون واحدة. 
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11 ب يزع.10[] تساف 
010001 6 11 . 
ىل 00-0000 6 
0 علدا 
0115 م11 عمنامعم 


2105 150ألمآ]-ه 
كما يوجد عديد من المركبات لها تركيب كيميائى يشابه تركيب الأحماض 
الأمينية منتشرة فى الطبيعة ولا توجد فى البروتين ولها أهمية خاصة فى التمثيل 
الغذائى أو كمكونات للنباتات أو كمضادات حيوية 81101005 . 


والرموز التالية تبين التركيب الكيميائى لبعض منها: 


عرأمةلم - م علأمة لم - ه 
00 سم ان 01-0-0001 
0 اكتلدا 
لاع2 ألا انط مم مم عب م3 عل انط مواووم --ه 
2001 سس ان سس رباج ست لاح 01 مس وان سس لون سد رول 
ا 8 


5 21131110 01 1011115 21076 لء]3!1 01 116 ناك 
والجدول التالى يبين بعض خواص المركبات القريبة فى تركيبها الكيميائى 
للأحماض الأمينية التى توجد فى نوعية خاصة جدا من البروتينات أو فى 
الصورة الحرة . 
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أهمية التمثيل 
الغذائى أو مصدر 
0110111-00 -,011 -,0[1 
ألفا جاما ثنائى أمين 1111-0001[ -,11( 011 


011+ 2111-01 00011 


00011 -ص1آ0 لوطه -,11لة -ر1ز0 


الفا ابيسلون ثنائى امينو ب (ب0) -0110111- 11000 


: : : ا 
حمض بيميليك عا1أعم1اط : 0011© لامر 
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التركيب الكيميائى للأحماض الأمينية ألفا اليسارية الموجودة فى البروتينات 


التركيب الكيميائي الاسم الكيماوي ا الاسم الشائع 1 لمجموعة 





| اما سام ماحم أحماض أمينية لها سلاسل أليفاتية 
1 م00 - ااه 1ن 4 16)ع030لتودم *عماء زات 
8 ملي ش 
ل م 
!0 لاموع باه ونا 0 ألم اصهجم 0 تلق عه عمتمةلم 
ابلية 
12 رم دهده حكن 
١‏ 5 : 
ا 00014 - ناج له عر ع2 ملع[ ةلامكزم د أمف-ه عمتاة/ا الأولى 
١‏ 1 
0 اا د اميا 0 عوم 
دس سسا سام عونا 
| 00014 - ازج رازه بام م2 عزمجم مع هكزم م مفعه عمأملاع[ 
وريم ' 6و 
ميك 
وح خخاام وبع 
1 0014 0- بان - بون ع عع 1721لز اع ممه متتمفحه عصاعناعادكا 
١‏ اللي ات / 
كه أحماض أمينية لها سلاسل جانبية بها مجاميع أيدروكسيلية 
١‏ انمو سباك ليبج 0 عنمه ام هر ناا مزل زتره متاتف-ه عمرعة 
ر_ ‏ وباش بره الثانية 
ل 20 5 1 .: 
لإموع- برج يرج وبرت 9/116 ناطء ورا مع ل بز تحن اتتداتم »0 عمتممع 1 
> ولا ابره 1 1 
أحماض أمينية لها سلاسل جانبية يها ذرات كبريت 
و و َ 1 
ا 00014 - يرج ع ولع م2 عنده1م 20م مام معوع 1 تسن تممه مما 0 
| 8 
 6‏ ولطلا| يرك الثالده 
ببوموع- ناوث يبرع - ولع ع تلزال ط ص منط) أبجحل) موده صتسمعه منرم تطاء از 





هدح باحك ححا مب ب 
00094 باك جر ا! 000-20 مم2 عتمتعع ناذه ستتعمءع عنانقوكم 

7 ١ 
ليها الرابعه‎ 5 : 

> مس امم م : : ' 

70 اعد وام 6 رام 0 عنماعه 6-2100 01 ع تنخ + ع امكره توىم 
3 ونيم | 0 
| ا 





*تدل العلامة على أن الجليسين لا يوجد فى الصورة اليمينية أو اليسارية نظرا. 
عدم أختؤانه على ذرة كريون خير:متناسقة 
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التركيب الكيميائى للأحماض الأمينية ألفا اليسارية الموجودة فى البروتينات 








التركيب الكيميائى الإسم الكيماوى شائح |إلمجموعة 
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1 0600- باحك عتمه تم مم022016 تتتوصتصف-» لل كل 
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أحماض أمينية بها حلقات عطرية 
6 0 
١‏ 
8+ ©0606 مملوه (٠‏ ) عندمأم هم مال معطم نه تامف عه عنص لها لإمعطط 
7 نابم ا 322 
أبرومع 3 به 8 ده ( عط م لا» 0 ل برجا مي)- 0ه تدم -ه وسزومر2 |السادسه 
ب بم ] 4 عتلوممام مع 
اطيايدة 
ابوبووج- 1 211 عتصمام هرمع 001 ما١07-3‏ تسمه مقط مأام مم" 
١‏ 1 
5 املد 1 2604 
م 
أحماض أمينية إيمينية 
4 عذاءر» مطندع مع صلل إمج بوم عمتامرم 
سوم "ا 
8 السايعه 
امم ادوبرم 
ا ا 1016-2 اه الام بوعل 4[17ك عمنام:م نإ»اهئل ب1]س4ك 
206 ! ع2 عناماوطئنت 
م أ 








تدل العلامة على أن الهيدروكسى ليسين يوجد فقط فى الكولاجين والجيلاتين. 
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نقطه التعادل 





2. التحويل الضوئى 


(25'0 ,6 دع ,بن) 2.8+ 

(20*'0 ,3.5 دع ,بم) 12.5+ 
(20*0 ,1.3 عع ,بن) 5.42 
(20*0 ,1 دع ,بن) 36 قد 
(30*0 ,1.3 دع ,ب 98+ 
(20*0 ,1 دع ,211 2 1) 223- 
(22*0 1 د ع ,ل2 2 6) 31.4+ 
(25*0 ,2 دع ,يد) 65+ 

»اناعم أولر 

(13,20'6 1 دع ,بن) 39,7- 
(20*0 ,3 دع ,ب) 11.29+ 
(25*0 ,2.2 دع ,سع) 10.8- 
(20*40 ,6.5 دع ,بو) 14.6+ 
1,250 دع ,ب) 8.2 

(200 ,2 دع ,جع 35.1- 
(20*0 ,1 دع ,م) 80.9 
(20*0 ,10 جع ,بم) 6.8 
(26*0 1.1 دع ,بم) 28.3- 
(20*0 ,0.5 دع ,مع 31.5- 
(22*0 ,4 دع ,2101 84 [) 10.6- 
(0.8,23*0 دع ,1 209611) 22.9+ 





6.01 
116 
5.41 
208 
5302 
5202 
3.08 
265 
606 
764 
0602 
208 
5947 
214 
38 
263.0 
2.68 
0616 
5.8 
53.63 
506 


الكهربي قيم ثوابت الانقسام 


23469 

9.0448 ,2.01 
220 
2.102 
101018 
5 ,8.0 ,2.05 ,ك0. 1 
2.077 
23 

58 ش22 

8 10072 
8 شهشظ2ظ 

0 ش22 
53 .2.5 
1ه 2 
123 
2.000 
25 
2,010.62 
29 
220110107 
22062 


(جم 96) 
(©:'25) 1656.5 
(20"0) 148,7 
(28-0) 35.3 
(20*6) 4.5 
(20"6) 160 
(25*0) 0.112 
(250) 8.64 
(18*0) 26,0 
(©*25) 250 
(250) 41.9 
(25:0) 41.2 
(250) 24.3 
(25*0) 1000< 
(©206) 53.7 
25:0) 29.6 
(©"25) 1620 
(200) 359.7 
(20*6) 90.3 
(250) 11.4 
(25*0) 0.453 
(25*:60) 88.5 


بان الماع 








م التكسير 
(م) الوزن الجزئي_الرمز الجزني 2 الحمض الأمينى 
257 8009 0 عمو لقعا 
204 174.20 10 تلم عمأماعم مما 
234-235 2 132.12 جااد0 وت[مت أو قكةم5 ما 
2701 12210 لدفناةاتف 20 عنقم ك من 
20 121.16 م0112 عم لأعاة لإننيا 
260-261 240,330 دك ه20 ام عمل رونا 
247-49 3آظ1 0و1و0 لاع عأصمادط .ا 
185-16 15ظظ12 ولطجوم لاو 0113 
2333-0 7ى2آ21 دف زاءاك2 عمزع ران 
237 5.16ظ1 م0190 م510 1سا 
254 11.7 امور تلو عل أعناع 501 ]ءا 
2931-5 11017 11023 1م66 ناما 
20.5 146.19 و10 كلم عمذة لمانا 
2820-2 149.21 حراةة) انلكف ع قصم أ طاع ابة سا 
53 165.19 0113و 2 عسامولةارزمعصطص 
220-2 133 اللجنوتاو0 0110 طعا 
228 105.09 انف ولت ملعا 
2555-7 11112 الو وتطيت ع م1 ا 
290-22 204.22 ولخو0 2 تددرت مقط م70 معنا 
342-44 121.09 زومر رلزوت ع ملعملا -نا 
315 11.15 لم0 الوه ملاتا 





تدل الحروف 177 و ) على الماء كمذيب والنسبة المئوية للتركيز (وزن/حجم) على التوالى. 


الخواص العامة للأحماض 


و 


الأمبنية الشائعة 


و 


الطرق الحد 


لتحليل الأحما 


ض الأآمينية 


وَتنقي 


نوعية البرو 


بعك 


الطرق الحديثة لتحليل الأحماض الأمينية وتقييم نوعية البروتين 


١-؟-الحروف‏ المختصرة للأحماض الأمينية 5اهطدزه 310 ممأدسر4 


الرمز بحرف واحد الرمز بثلاث حروف الحمض الأمينى 
امطلطالزة رعناع]-عم 0 [0طتطلزة نرعمع1-ععتط 1 1 41111110 








لمعه عنسقابات 
0 10ت + ناا 

للق مك13 

11100 


1 
55 
َ 


1 15 
ع1 
7 8 
ع1 
لهاع 


1 
1 


ااا 0000 





الطرق الحديئة لتحليل الاحماض الأمينية وتقييم نوعية البروتين 

الأحماضن الأمينية بصفة عامة مواد غير متطايرة» بللورات بيضاء اللون قي 
الصورة النقية وليس لها درجات انصهار محددة ولكنها تتكسر عند درجات 
الحرارة التى تتراوح ما بين 185 و ٠4””م؛‏ وعادة لها نشاط ضوئى ما عدا 
| جلد لجليسين» وتذوب إلى حد ما فى الماء وتنخفضص درجة ذوبانها فى الماء إلى حد 
كبير عند نقطة التعادل الكهربى للجزىء. 

والأحسماض الأحوية اندو فى التدبات الفسدونة ماعنا المرولدق 
والهيدروكسى برولين اللذان لهما درجة ذوبان معقولة فى كحول الايثايل. وجميع 
الأحماض الأمينية تكون أملاح ثابتة. 

والجداول السابقة تبين التركيب الكيميائى, الرموز المختصرة (حرف واحد- 
ثلاثئة حروف) وخواص الأحماض الأمينية الشائعة. 
-١‏ ؟-الخواصض الايونية دء )ع مه»م عأدهآ 

تختوض الأحناطن الأسينية كاك مجمرهات حتنية (40:00011) وفاهذية 
(10117-)» ونتيجة لذلك فإنها يمكن أن تتفاعل كحمض ضعيف وكقاعدة ضعيفة 
ولذلك تسمى 11019165م417 ويطلق على هذا السلوك باسم 110111710610 حيث 
أنها يمكن أن تكتسب أو تعطى بروتون؛ والذى يمثله التفاعل التالى:- 


3+ 811-000 لم 0011م تاهج هد 0011 رتتاجم 
وتتأين المجاميع القابلة للتأين فى الجزىء فى المحلول كما يلى:- 
+[ + -00©- جه تزن0م 00‏ 


+21 + ر]لا- جه 11لا - 


بن 


الطرق الحديثة لتحليل الأحماض الآمينية ونقييم نوعية البروتين 


وعلى ذلك يوجد للحمض الأمينى فى المحلول صورة تسمى ثنائى القطبية 
7 اواو زويتر ايون 101 216/1]]67» أى انه فى المحتول المائى توجد 
الأخساطق الامكتية فن الصبيووة التتتسوتة حلت تقارن كلا التحغرصدية 
الكربوكسيلية والأمينية. وتحتوى بعض الأحماض الأمينية على مجاميع أخرى 
إضافية قابلة للتأين فى السلسلة الجانبية» وأن تأين المجموعة يعتمد على درجة 
حموضة الوسط (11)؛ وكل حمض أمينى له درجة حموضة عندها يكون 
مجموع الشحنات متساويا وبالتالى لا يحمل الجزىء أى شحنة وتسمى فى هذه 
الحالة باسم نقطة التعادل الايونى (1”1) 001111 150-101110. 


0 0 0 
17 / ْ 
0000 ]لج ا ١‏ 17 0-0011 7ل 
١‏ | 
11 11 11 
10 عمسم 1 ©1011 7229/1161 1010 تمد 
الصورة الأنيونية صورة الزويتر أيون الصورة الكاتيونية 


تعتود الشسنا كه الكادة لان حمدق اشن بعل اوه كبر ضنة الوط 1ام) 
وكذلك قيم ثوابت الانقسام (12م) للمجموعات القابلة للتأين الموجودة. فإذا كانت 
درجة حموضة الوسط أكبر من ثابت الانقسام للمجموعة فان الجزىء يفقد 
تون همل الختو ف ع هد نالنة وق الت كده ورته ا نمو هي رم 
منخفضة ( توجد تركيزات مرتفعة من البروتونات) تكتسب مجموعة الكربوكسيل 
بروتون وبالتالى تصبح غير مشحونة والشحنة الكلية على الجزىء تكون موجبة. 

وعند درجات حموضة (011) مرتفعة (توجد تركيزات منخفضة من 
البروتونات) تفقد مجموعة الأمين بروتونها وبالتالى تصبح غير مشحونة» 
والشتحعة الكلية عا :الحرفء أكون بالدة وك ذلك إذا كانت ذرحة حموفية 


3 








الطرق الحديثة لتحليل الأحماض الأمينية وتقييم نوعية البروتين 







| 5 
ٍ ببممح< 5-54 


الدمز التركيبى لحمض أمينى ألفا 







| جردت كن 
+ 
رن 0 
| ىم 352 وي 52 ببممح ب 
الصورة الأنيونية صورة الزويتر أيون الصورة الكاتيونية 





تأثير حموضة الوسط على شحنات الحمض الأمينم 


الطرق الحديثة لتحليل الأحماض الأمينية وتقييم نوعية البروتين 
المحلول أقل من ثابت الانقسام فان الجزىء يحمل شحنة موجبة. وفى الحقيقة 
عله درهات حتروضة ووتط مقكيرة ثلا حظ أن الاحتماسن الأمنية: تود قن 
صور أيونية مختلفة وتحمل شحنات مختلفة يمكن استخدامها فى عديد من الطرق 
التحليلية مثل الفصل عن طريق الهجرة فى المجال الكهربى 515ع:1700150]ء16ء 
والتبادل الآيونى الكروماتوجرافى فى فصل كل حمض أمينى عن الآخر. 
والمثال التالى يبين سلوك الحمض الأمينى أسبارتيك فى محاليل مختلفة على 


محصلة الشحنات درجة حموطة الوسط حمض أسبارتيك 


10ر11 


1 1<1اوجب -000[1- رن 
-1-011-000+ب1] 
0 1-8 0110001 


)01م 15010012 


011-000 اخرلا 


3 116 2 جب 011000 
1-011-000لم1] 
3 1211م جل 011/000 
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الطرق الحديثة لتحليل الأحماض الأمينية وتقييم نوعية البروتين 


انيا: تقسيم الأحماض الأمينية 


أولا: تقسم الأحماض الأمينية تبعا لنوعية التركيب الكيميائى والسلسلة 
الجانبية كما فى الجدول التالى:- 












ناا .لول .ذات. ناا 
10 نال 1 .مانا 

1 ,ماع55 

ناأت) .ممم 

ا1 .0 
ةا 
ا 
ان .توم 





ثانيا: تقسم الأحماض الأمينية إلى ثلاثة أقسام أساسية بالنسبة لتغذية الإنسان 
وهى :- ش 


١‏ - ضرورية [12]13ع255: 

يلزم تناولها فى الغذاء ولا يستطيع الجسم تخليقها. 
١‏ - غير ضرورية 5567214131ع-1100 : 

يكونها الجسم من مكونات الغذاء 
"- ضرورية تحت ظروف خاصة 24131ع655 2000110281139 : 

تختلف باختلاف الحالة. 








"5 


الطرق الحديثة لتحليل الأحماض الأمينية وتقييم نوعية البروتين 


وبصفة عامة» يقوم الغذاء بتزويد الكائن الحى بكل ما يلزمه (يحتاجه) من 
مغذيات كبرى أو صغرى لازمة لنموه والحفاظ على حياته على الصورة الأمثل. 
وتستطيع أغلب الكائنات الحية تخليق على الأقل بعض الأحماض (غير 
الأساسية) من مصادر غذائية أخرى أو من أحماض أمينية أخرى. وعلى ذلك 
فالأحماض الأمينية التى لا يمكن تكوينها داخليا (أساسية) يازم الحصول عليها 
من الطعام. وتوجد أيضا حالات مرضية خاصة بعد العمليات الجراحية تصبح 
عكذها عضن الأخماظر الأمينية غيز الاجاشية أنايسة تحت هذة الفاروفه: 


والجدول التالى يبين الأحماض الأمينية التى تقع تحت كل قسم من الأقسام 
سالفة الذكر. 


اص 60110 احتادوه 1 -درولر لحتادءك5آ] 
2 | غير ضرورية ضرورية 


أ عملم لم 6 نلق ام 0000000 
0011 ع 7للطلع م 1501211212 
؟ مصاع 0 امهم ]1 
1 


5 1 0 ع1‎ ١ 
1 ؟ اهل ولاعآءع!] عمتعاة و0 لات‎ 


6 عماتنان | لإمعطط 
! عماسه]1 عتسة أن | 6 0 
عملع 013 لطم 1 
عمطامعط اما 
5611 


111 








الطرق الحديثة لتحليل الأحماض الأمينية وتقييم نوعية البروتين 

(2) قد يكون ضروريا فى تغذية الأطفال أو التغذية الكاملة عن طريق القناة 
الهضمية 211110101 202266221 

(5) يساعد على إسراع العلاج من النزلات المعوية. 

(©) حمض أساسى فى الأطفال قبل سن البلوغ وبصفة عامة جميع الأحماض 
الكبريتية أساسية للأطفال. 

(0) حمض أساسى فى حالة مرضى فينايل كيتويوريا هعتنا 0غعك! [نإمءعطم 
(التمثيل الغذائى غير السليم للحمض فينايل الآنين) . 

زع أساسي: فى حالة مرضى الكبد ع25ع015 ع200مع1] . 


(8) أساسى فى حالة الحيوانات حديثة الولادة وبصفة خاصة القطط. 


الطرق الحديئة لتحليل الأحماض الأمينية وتقييم نوعية البروتين 
ثالثا: علاقة الأحماض الأمينية بالغذا. 


الجدول التالى يبين الاحتياجات اليومية من الأحماض الأمينية الأساسية 
للانسان. 


كاتال م 2010 0لأدرخ-,آ1 
(035/تطةاع) 


مقطام )م1 


عمتمقلة الأمعطط 


رآ 

ع ممع رط آ' 
171 
01 لط غ11 
| 


تناع[ 150 





لذلك تظهر أهمية تقدير الأحماض الأمينية فى المصادر المختلفة كما فى 
الحالات التالية:- 

)١(‏ التغذية علي مصدر واحد 

فى حالة تحديد نوعية التغذية ه0تاءماوع: /إ0هاء21 أو فى حالات التغذية 
على مصدر واحد فان مكونات هذا المصدر لا تفى بكل الاحتياجات البيولوجية 
وأنه يلزم فى هذه الحالة معرفة تركيب الأحماض الأمينية فى أطعمة الأطفال 
والأغذية التى تستخدم فى تغذية البالغين الناتبة من مصدر وحيد للتغذية 
501112 5016 . 


ى 


الطرق الحديئة لتحليل الأحماض الأمينية وتقييم نوعية البروتين 

(؟) أهمية إضافة الأحماض الأمينية لبعض الأغذية 

تمجد هالا لاند وق اجر ان الععايل لهوفة اذاها كاف ناف حمسن اعددن 
أو أكثر الى الطعام. وهذه حقيقة هامة عند التغذية الخاصة» اذا كان المطلوب 
يضاف الحمض الأمينى ميثيونين لتدعيم فول الصويا فى أطعمة الأطفال» كذلك 
تضاف بعض المركبات لتدعيم التغذية الطبية مثل التدعيم بالجلوتامين أو 
الأرجنين للمرضى تحت الضغط العصبى. ومن الضرورى التأكد من أن المصانع 
تضيف الكمية المطلوبة من الحمض الأمينى وتعتبر كشرط من جودة الصناعة , 


(؟) غياب بعض الأحماض الأمينية ذات القيمة الحيوية 


يجرى التحليل المائى للأحماض الأمينية لإظهار غياب واحد أو أكثر من ٠‏ 
الأحماض الأمينية حيث توجد حالات مرضية خاصة والتى ترتبط بوجود 
أحماض أمينية معينة وهى ضرورية للصحة. ومن أمثلة ذلك مرض الفينايل 
كيتويوريا (ل1>[) وع:ل] ماع١1‏ 1لام21 ولذلك يجب تحديد كمية الفينايل 
الآنين . كما أ وجود الأخفاطن المتفرعة مثل ©2110/ ,26 أءناعما ,عما0نا5012[ 
تظهر مشاكل بالنسبة لمرضى (10آ[1151) 56دع015 1111لا (زناولا5 عامة31 . لذلك 
لأنددمة تخليل الأطعمة للا شحاهن التق هرف اله الأغلي ميس الأحماطن 
الأمينية. وتوجد بعض المصانع تضع بطاقة تحذيرية على الأطعمة فمثلا :هذا 
المنتج يحتوى على فينايل الآنين» أو تكتب تركيزات أحماض أمينية معينة خاصة 
بالمنتج. ومثتال آخر لهذه الحالة أنه لابد.من ذكر تركيز أحادى صوديوم 
جلوتامات 11506 "كييك ينوم مستوراك حكن الحلرتاميك الجردفى الأطسة 


الطرق الحديئة لتحليل الأحماض الأمينية وتقييم نوعية البروتين 
(4) استتخدام تحليل الأحماض الأمينية لمعرفة الأخطار من التمثل الغذائي لها 


أظهرت التقارير فى القرن السابق على وجود تمثيل غذائى غير سليم -:ه:1(1 
راجع إلى الجينات وتبين أن العيوب فى جين واحد أو الكروموزومات غير 
السليمة 401101111211615 تقع فى حدود 77١١-4‏ فى الأطفال. وَأ حوالى ه / 
من تعداد الافراد الذين لهم عمر اقل من 5" عاما لهم تمثل غذائى للاحماض 
الأسيدية غير سليم 01501061 11613500110 . وتستجيب بعض لامر اك 
للعلاج إذا تم الكشف عنها مبكرا. وأمكن تشخيص *5 مرض نتيجة التغيير فى 
التمكيل الغدائئ للا حماحن الأميدية ومن الأمراطن الشائعة الفينايل كيكو يورا 
64 12[ ] ماعءا لإدمعداط (زيادة تركيز الهستدين فى الدم)ء 
1 211121111 له الإترع ام معم1] . وَأ تنخيص 
التمثيل الغذائى غير السليم ليس مهما فقط للحصول على العلاج المناسب ولكنه 
أيضا مهما لمنع انتقال هذه الصفة إلى الاطفال حيث انه يوجد احتمال مقدار 
5/ للانتقال إلى الطفل. 


(0) منع المشاكل عند تجهيز الأطعمة كتمع[ 10م 210121 التوندن1 

تحدث مشاكل كثيرة عند إعداد الطعام منها تلون الأطعمة بلون بنى وهذا 
اللون يرجع عادة إلى وجود مجموعة الأمين البعيدة للحمض الأمينى ليسين. 
وفى السنوات الأخيرة أصبحت هناك أهمية كبيرة لمعرفة نواتج التحليل المائى 
للبروتين وتقدير مجموعات الامين (احماض امينية حرة + مجموعة الامين 
الطرفية + مجموعة الأمين البعيدة لليسين) لما لها من مشاكل خطيرة فى تصنيع 
الغذاء. تظهر نواتج تفاعل ميلارد 143111200 اللونى مجموعة من المشاكل تتمثل 
فى منع الهضم وإحداث طفرات ولذلك فان منع تكوين هذا اللون فى صناعة 
الأغذية أوفى الأطعمة شىء مرغوب جدا. 


دق 


الطرق الحديئة لتحليل الأحماض الأمينية وتقييم نوعية البروتين 


)١(‏ اختبارات الجودة 

تستخدم بعض الأحماض الأمينية ومشتقاتها كمواد مشجعة للرائحة مثل 
أحادى جلوتامات الصوديوم. وفى بعض الأحيان يكون مطلوب التدعيم بواحد أو 
أكثر من الأحماض الأمينية لرفع القيمة الغذائية للبروتين. ومن أمثلة ذلك 
بروتين فول الصويا يجب تدعيمه بالمثيونين كما انه يجب تدعيم بروتين الارز 
بالليسين والتريونين. 


(0) موضوعات قانونية ععداودا اهوع.]آ . 

يجب أن تحتوى أغذية الأطفال على كميات مناسبة وجودة عالية من 
البروتين وهذا يتم بتقدير نوعية وكمية الأحماض الأمينية ونسبة كفاءة البروتين. 
وفى حالات كثيرة لابد من إضافة بعض الأحماض الأمينية الحرة لرفع القيمة 
الغذائية للبروتين. وعلى ذلك يلزم إما إجراء تمليلات بسيطة مثل التعرف الكامل 
على الأحماض الأمينية» كما توجد تحليلات أكثر تعقيداً تتمثل فى تقدير الاتاحة 
الحيوية '810311136111659 للأحماض الأمينية خاصة فى الأطعمة التى تستخدم 
كمصدر وحيد للتغذية. 

ويمكن استخدام تقدير مدى قابلية البروتين للهضم والمقياس الكيميائى 
للأحماض الأمينية كاختبارات لمعرفة جودة البروتين. 


؟-١-‏ وجود الأحماض الأمينية في الطعام: 


توجد الأحماض الأميئية فى صورتين وهما:- 


الطرق الحديئة لتحليل الأحماض الأمينية وتقييم نوعية البروتين 


1 الصورة الحسرة 0ره؟‎ )١ 

توجد الأحماحخن الأمينية الحرة فى الأجزاء النباتية 1021611215 2122 وفى 
الثمار ومنتجاتها 2:0010615 111011 وكذلك فى الطعام المتخمر 60ام0عتترءآ 
100 . 

؟) الصورة المرتبطة 101 لدبداه1 


حيث ترتبط الأحماض الأمينية بواسطة روابط ببتيدية كما هو الحال فى 
الببتيدات البسيطة والعديدة والبروتينات. وبصفة عامة يجرى تحليل للأحماض 
الأمينية فى المجالات التالية؛ 


١‏ - أبحاث البروتيئات والببتيدات. 

١‏ - تحليل الأغذية ومواد العلف. 

#تد ايل المشرو يات“ الروحية وعصبائزن الفاكهة: 

؛ - تحليل السوائل الفسيولوجية. 

5 - تحليل المستخلصات النباتية . 

5- تحليل البيئات المتخمرة . 

- تحليل الأمينات العديدة؛ أمينات الكاتيكول» نواتج التمثيل الغذائى 
للتربتوفان. 


اذا 
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رابعا- تحليل الأحماض الأمينية فى المنتجات الغذائية 


1-4- تحليل الأحماض الأمينية الحرة 

يلزم تحليل الأحماض الأمينية الحرة فى نواتج التصنيع النهائية وأيضا فى 
العينات تحت التصنيع المعقدة نسبيا. وفى جميع الأحوال فانه يلزم تحضير العينة 
لتقديق محتواها عق الأحماطن الامينية الحرة: 

وبصفة عامة يجب أن تكون العينة فى صورة قابلة للاستخلاصء ففى حالة 
الفينات"السائلة وأغلت المماسيق فاته مك التسخلاسن الأجماسن الأعيدية مهيا 
بكفاءة قبل التحضيرء وفى حالة المواد الصلبة (منتجات اللحوم... الخ) فانه يلزم 
تجنيس العينة أو تحويلها إلى صورة مسحوق (المواد الصلبة الجافة) للحصول على 
كفاءة استخلاص عالية. 

فى حالة العينة الجاهزة للاستخلاص فانه يجرى رجها مع مذيب مناسب 
وهو القادر على ذوبان الأحماض الأمينية الحرة. ومع ذلك يظهر الليوسين 
والسيستئين مشاكل فى الذوبان حيث يحتاجا إلى ظروف حمضية نسبيا. وهناك 
بعض الأحماض الأمينية مثل التربتوفان ترتبط بقوة مع البروتينات فى سيرم 
الدم ولبن الإنسان فيلزم فى هذه الحالة فترات رج طويلة لذوبانها بالكامل. 
وتظين هذه المقكلة فئ: حنالة المجعامل اللدية حيت يعرى تحليل الأحعاضن 
الأمينية الحرة للأغراض التشخيصية. ويستخدم بصفة خاصة مذيب واحد وهو 
حامض الهيدروكلوريك المخفف, حيث ترج العينة مع 1,5 عيارى 1121 لمدة لا 
تقل عن ١5‏ دقيقة على درجة المعمل. يتبع ذلك ضبط درجة حموضة الوسط ثم 
تخفيف العينة قبل تحليل الأحماض الأمينية. ويجب منع تسخين العينة نظرا 
لوجود العديد من الأحماض الأمينية التى يتغير تركيبها فى الظروف الحمضية 
عند درجات الحرارة العالية. 
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الطرق الحديثة لتحليل الأحماض الأمينية وتقييم نوعية البروتين 
-2- تحليل الأحماض الأمينية المرتبطة 
يلزم عند تحليل الأطعمة معرفة التركيب العام للأحماض الأمينية الشائعة» 
وهذا يتطلب تحليل البروتينات والببتيدات تحليلا مائيا كاملا لتكسير الروابط 
الببتيدية التى تريط الأحماض الأمينية كما فى الشكل التالى 
2-0-4-خ-0-خ-(1- 8-8 -خ 
فلل ناك 1 
8+2+21] جمد 
حيث 4,8,0,52 عبارة عن أحماض أمينية 
وهناك العديد من المشاكل تحدث أثناء عملية التحليل المائى والتى تتضمن ما 
يلى 2ت 
-١‏ مشاكل الأحماض الأمينية التربتوفان السيستئين والسستين» حيث ينكسر 
التربتوفان فى يجود حمض قوى ساخن (خاصة فى وجود 
الكربوهيدرات) وأيضاً يتأكسد كبريت السيستئين والسستين. 
؟ - يحدث تكسير للسيرين والثريونين» حيث يحدث غالبا نزع الماء منهما. 
؟- يحدث أثناء التحليل المائى تحليل الأميدات «الجلوتامين والأسباراجين؛ 
حيث تتحول إلى الأحماض المقابلة. وعلى ذلك» يقدر الجلوتامين 
والجنوتاميفيك على أسشاين جلرتامين كلى '61:30) :والأسماراجين 
والاسبارتيك على اساس حمض اأسبارتيك كلى (485136).؛ أى الاأحماض 
4 - يوجد اختلاف فى الثبات الكيميائى 512011109 016511081) لعديد من 
الاحماض الامينية مثل التربتوفان. 


هم 
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5- يلاحظ أن الرابطة الببتيدية للحمضين الأمينين الليوسين والأيزوليوسين 
ثابتة وتحتاج الى فترة تحليل مائى طويلة . 

ولذلك فمن الضرورى استخدام طرق أخرى بديله لتقدير هذه النوعية من 

الأحماسن الامزنية: .وتوجدا ظرق مباشرة لتقذيز:هذه الأحماسن الأميدية كمنها :> 


التحليل بالفلورة للتربتوفان وكذلك تفاعل الجوهر الكشاف 
(101118) لاعة عنمعسصعطم الم 2) 5ل متطائل- 5,5 مع السستين والسستئين. 
وَهَدْه الطرق تقد هذه الأحماطن فى البووتين مباشرة يذون إجراء الفهليل 
الماكى: 
حمض 1101 7 عيار على درجة 35١-1١6‏ م لمدة 58-4 ساعة. 

وهذه الطريقة مناسبة لتقدير الأحماض الأمينية ألفا. وطرق التحليل المائى 
القاعدى (صودا كاوية» هيدروكسيد الليثيوم, هيدروكسيد الباريوم) على درجة 
١8٠1م‏ لمدة 74-14 ساعة للتربتوفانء والأكسدة بواسطة حمض 
بيرفورميك ثم يتبعه تحليل مائى لتقدير السستئين والسستين (على أساس حمض 
السستيك). ويللاحظ ان ظروف التفاعل مثل رفع درجة الحرارة: استخدام 
الميكروويف وإضافة مادة مضادة للاكسدة تؤثر فى عملية التحليل المائى. 

وفيما يلى أسماء الأحماض الأمينية التى تنكسر أثناء التحليل المائى 


جلوتامين 
أسباراجين 
تربتوفان 


م 


تريودين 
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بالإضافة الى الأحماض الأمينية سالفة الذكر يحدث أيضا فقد لبعض 
الأحماض الأمينية إذا أجريت أكسدة للعينة مع التحليل المائى وهى: 

تيروزين 

فينايل الانين 

هستدين 

أرجنين 
اختيار طريقة التحليل الماني 

تختار أحد الطرق التالية: 

- تحليل مائى بواسطة حمض معدنى. 

- تحليل مائى بواسطة حمض عضوى. 

- تحليل مائى بواسطة قلوى. 

مع ملااحظة هل المطلوب: 

أ - أكسدة العينة أثناء التحليل المائى. 

ب- تقدير التربتوفان كميا. 

ج - إحتواء العينة على المركبات الكربوهيدراتية. 

تجرى عمليه التحليل المائى باستخدام انبوبة إختبار مغلقة 562164 أو تجرى 
عملية التسخين تحت مكثف عاكس 1ا1]ع15 فى الجو العادى. 

ويجب ملاحظة أنه لا توجد طريقة تحليل مائى واحدة تعطى استرجاع كامل 
لكل الأحماض الأمينية فى العينة. 





يفنا 


الطرق الحديثة لتحليل الأحماض الأمينية وتقييم نوعية البروتين 


:-2- تحضير العينات والمعاملات التى تجري عليها 


تشمل هذه المعاملات على الترشيحء والتركيز معتمدا على خصائص العينة 
وفى الترشيح يمكن استخدام ورق الترشيح ذو مسام ٠,”‏ : يكرومتر أو المرشحات 
الزجاجية لمنع مرور المركبات ذات الأوزان الجزيئية الكبيرة ثم ترك لتترشح 
بواسطة الجاذبية الأرضية» ولاسراع عملية الترشيح يجرى لها طرد مركزى. 
وفى تقديرات الأحماض الأمينية الحرة فانه يلزم التخلص من البروتين قبل 
التحليل المائى باستخدام حمض سلفوساليسيليك أو حمض بيركلوريك أو حمض ' 
ثلاثى كلوروخليك أو تنهستات صوديوم أو يرانيل حمض خليك أو استخدام 
مذيبات عضوية مثل أسيتو نتريل ثم يعقب ذلك الترشيح للتخلص من البروتين 
الراسب وأفضل جوهر كشاف هو حمض سلفوساليسيليك (554). وفيما يلى 
الخطوات المتبعة لترسيب البروتين هى: 
١‏ مل عينة + 50 مجم .554 فى أنبوبة اختبار 
ارج 
تترك لمدة ساعة على درجة 54* م 
1 
طرد مركزى لمدة ١١5‏ دقيقة على 5٠٠٠‏ لفة/ دقيقة 
ل 
ترشيح الجزء الرائق من خلال ورق ترشيح ذو مسام ؟,* ميكرومتر 
والطرق الأخرى التى تعمل على التركيز وإزالة الشوائب ع4 2408])ء©ه0© 
م0 016811 تشمل استخدام أعحدة قصيرة (علهم-مء5) والمواذ المعبأة تمل 
0 11 عانارءطتدث ,(11) 101 1إع8, وتعمل هذه المواد على ارتباط 
الأحماض الأمينية بمتبادل كاتيونى قوى ثم الاستخلاص بواسطة قاعدة متطايرة 
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(أمونيا) . ويجرى تبخير المذيب للحصول على الأحماض الأمينية الحرة. وفى 
حالة العينات الغنية بالدهون» فانه يلزم استخلاصها باستخدام هكسان أو . 
أسيتون/ كلوروفورم (:1) . وبصفة عامة يجب التأكد من تمام استعادة وثبات 
الأخداطن الأموكرة برولهذا مكب إخراء ممادرة داكلنة أ كاز جره لحدرقة عدن 
الاستعادة 00 16©007», يلااحظ أنه كلما زادت الخطوات المعملية زا اد الخطأ 
أولا- الأحماض الأمينية الحرة 20105 0 اند 1766 

1100105 لئاوسلا)١‎ 

تجرى عملية تخفيف السوائل بالمحلول المنظم 2ه1اء102[16 0:5 10201115 
11 ويعقبها ترسيب البروتينات ثم الترشيح من خلال مرشح ذو مسام " ,' 
ميكرومتر باستخدام جهاز الطرد المركزى الفوقى 51111821107ائاءع1]:26لآ 

؟) المواد الصلبة والمساحيق 5ا22613: ندع00م لصة 50110 

تجرى الخطوات التالية:- تجفيف- تجانس- استخلاص بواسطة ١٠,١‏ مولر 
اله ا ميثانول -)/7١(‏ التركيز باستخدام جهاز 72012]01ء 0]212خ1[ على 


درجة حرارة لا تتعدى 5١‏ م- الذوبان فى محلول منظم -1020 1ه مملاءعزم1) 
(108 يعقبه الترشيح الفوقى 1:2111:20105[] 


ثانيا- الأحماض الأمينية الكلية 2105 0«انحدة 710181 


تشمل الأحماض الأمينية الحرة والمرتبطة بعد تحليلها مائيا» حيث يجرى 
التحليل المائى إما باستخدام حمض عضوى أو غير عضوى أو قلوى- ويجب 
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الأخذ فى الاعتبار عند إختيار الطريقة المناسبة للتحليل المائى هل يلزم أكسدة 
للعينة قبل التحليل المائى- هل المطلوب تقدير التربتوفان كميا- هل العينة تحتوى 
على كربوهيدرات. ويجرى التحليل المائى للعينة إما فى أنبوبة مغلقة 562160 
ومفرغة باستخدام " مولر حمض 1101 والتسخين على درجة ١١5‏ م. وفيما يلى 
نعطن الطرق المستخدمة فى التحليل المائى للبروتين: 


-١‏ التحليل الماني القلو في كلةزاملطاط عستادعلاة 

تؤحذد وزنة (١1-ه‏ مجم) بروتين وتحلل مائيا بواسطة ٠6‏ سم؟ 01 
(دع) أو (011) 83 يحتوى على 7١5‏ مجم نشا (مادة مضادة للأكسدة)- 
يلاحظ أن نسبة استرجاع التربتوفان هى 4٠٠١‏ ولكنها غير مناسبة لأغلب 
الأحماكن الامينية: 


؟- حمض ثيو جليكو ليك 2010 تام راعمنط]1 

تؤخذ وزنة ١,7-0,١(‏ مجم) بروتين ويحلل مائيا بواسطة >" مل حمض 
101 (5ع) يحتوى على ١‏ / حمض ثيوجليكوليك- يلاحظ أن نسبة إسترجاع 
التربتوفان هى 5//. 

؟- حمض باراتولين سلفونيك 210 عندم]آناة عدعن 2-101 
باراتولوين سلفونيك (؟ع) يحتوى على ٠,١‏ / تربتامين 911106م/ا15- يلاحظ 
أن نسبة إسترجاع التربتوفان هى 54 فى غياب المواد الكربوهيدراتية» /7٠‏ فى 
وجود *2/ كربوهيدرات فى العينة. 
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:- حمض مركابتوإيثان سلفونيك 210 عتصمطملند عمقطاء مأمروءمء31 
مركابتوإيثان سلفونيك (؟ع)- نسبة إسترجاع التريتوفان بهذه الطريقة هى 15 /. 

بالاضافة إلى ذلك يطبق التحليل المائى بالانزيمات لتقدير الجلوتامين 
والأسباراجين. 

ويجب التنويه مرة أخرى الى أن الأحماض الأمينية التى يحدث لها تكسير 
أثناء عملية التحليل المائى هى: جلوتامين» أسباراجين» تريتوفان» ثريونين» 
سيرينء سستين: ميئيونين. ويحدث فقد فى كمية الأحماض الأمينية التالية عند 
أكسدة العينة قبل التحليل المائى: تيروزين» فينايل آلانين» هستدين» أرجنين. 

والجدير بالذكر أنه لا توجد طريقة واحدة تعطى إسترجاع كامل لكل 
الأحماطن الاميانة. 
+-4- طرق التحليل المانى للأغذية ومواد العلف 115نائلءء1 320 1"000 

١‏ - تجرى عملية أكسدة قبل التحليل المائى للعيئنة- ويحضر مخلوط الأكسدة 

كما يلى: 

5 مل فوق أكسيد الأيدروجين (70/) + 4,5 مل حمض فورميك (84/) 
+ 25 مجم فينول. 

يحضن الخليط على درجة "م لمدة نصف ساعة ثم يبرد على درجة 
الصفر المئوى لمدة ١5‏ دقيقة . 

؟- يجرى طحن للعينة ١ -٠,١(‏ جم) طحنا دقيقا ثم تبرد الى درجة الصفر 

المنوى. 
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و جم كعم ملسم معط ميم وطس كيم) (09جسم) فجي 


الطرق الحديثة لتحليل الأحماض الأمينية وتقييم نوعية البروتين 


7- يضاف مخلوط الأكسدة الى العينة مع الرج ثم يبرد الخليط الى درجة الصفر 
المئوى لمدة ١5‏ ساعة. 

4 - يضاف ٠,85‏ جم ثنائى كبريتات الصوديوم 01510111266 50011012 ثم يرج. 

5- يجرى نحليل مائى للعينة باستخدام ©٠‏ مل حمض 1101 (5 ع) يحتوى على 
5 مجم فينول تحت مكثف عاكس على درجة حرارة ١١٠1م‏ لمدة 4” 
ساعة . 

5- تضبط درجة حرارة حموضة الوسط الى 1,7" باستخدام محلول صودا كاوية 
(7,5 ع) ويرشح ناتج التحليل المائى من خلال مرشح ذو مسام ٠,7‏ 7 
ميكرومتر. 
يلاحظ : فى هذه الطريقة تحول الأحماض الأمينية سستئين- ميثيونين إلى 

حمض سستتئيك 3010 09/50610) ومثيونين سلفون ومثيونين سلفواكسيد على 
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الطرق الحديثة لتحليل الأحماض الأمينية وتقييم نوعية البروتين 

والجدير بالذكر إن أنواع العينات التى يجرى لها تحليل مائى لمعرفة نوعية 
الأحماطن الأهية يضفة عامة تتضمن ها يل :: 

أ- مصادر بروتينية نقية: 

تشمل كل من الشعر (كيراتين)- الجلد (كولاجين- الإستين)- بروتينات 
محصوة بواشطة الهقدسة الوزائية : 

ب - الحبوب ومواد العلف: 

وهى تحتوى على نسبة منخفضة نسبيا من البروتين ونسب مختلفة من المواد 
الكربوهيدراتية . 

ج - النباتات والفطريات: 

تحتوى على مدى واسع من الأحماض الأمينية مع كميات متفاوتة من 
البروتين. 

د- الصخور والحفريات وازهوه*1 


حيث يظهر تحليل الأحماض الأمينية علاقة بعمر الصخور المتحولة -7/16]3 
وكلع10 علطم 1201 


الطرق الحديئة لتحليل الأحماض الأمينية وتقييم نوعية البروتين 

خامسا: تقدير الأحماض الأمينية في الطعام والأعلاف 

11 لا: الطرق الوصفية ونصف الكمية 561021011211112616 ع5 0011311636196 
لتقدير الاحماض الامينية: 

تشمل هذه الطرق ما يلى: 

أ - الكروماتوجرافى الورقى (7026081221مغتك ععمة2 

ب - كروماتوجرافى الطبقة الرقيقة /إط222ع1771260معطء عع'إ12 111 

ج - طرق الهجرة فى المجال الكهربى عنالوتصطاءع! عتاع8 مام مماععا 

داطرق كيميائية بتكوين مشتقات للأحماطن الأميدية. 


-١٠-‏ طرق الكشف عن الأحماض الأمينية (اللونية- الفلورة) 
يوجد نوعان من الطرق الكيميائية للكشف عن الأحماض الأمينية وهما: 
الطرق اللونية وطرق الوميض (الفلورة) . 


أولاً: الطرق اللونيسة: 

تشمل هذه الطرق تفاعل الجوهر الكشاف باولى 5101212301112 10132011260 
(2211) 210 مع الهستدينء التيروزين ويعطى ناتج ذو لون أحمر ويحدث هذا 
التفاعل ايضا مع المركبات الفينولية الاخرى- يتفاعل الجوهر الكشاف ايرليش 
باع تاعطظ) علناداء22210ء5 0منمة-2 فى حمض 1101 مع التربتوفان وبعض 
الاندولات الاخرى ويعطى لون أزرق محمرء بينما يعطى هذا التفاعل لون أصفر 
مع الأمينات العطرية ومركبات اليوريا 11:61465 ولهذا يجب التخلص اولا من 
اليوريا الموجودة فى أغلب السوائل الحيوية. 

ترجع أهمية الجوهر الكشافة سالفة الذكر فى تحديد أماكن الأحماض الأمينية 
المفصولة بواسطة طرق التحليل الكهربى وكذلك التحليل ذو الطبقة الرقيقة 110 . 


ه: 
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الطرق الحديئة لتحليل الأحماض الأمينية وتقييم نوعية البروتين 
انيا: الطرق الفلورية 
تفوق هذه الطرق فى حساسيتها وتخصصها على الطرق اللونية وفيما يلى 
الطرق الفلورية التى تستخدم فى التقديرات الكمية للأحماض الأمينية العطرية: 
تيروزين والفينايل آلانين 
١-التيروزرين‏ 
يتفاعل جوهر -١‏ نيتروزو ؟- نافثول 5]50[1م272 -2/11020-2 -1 مع 
التيروزين فى وجود نيتريت الصوديوم ليعطى مركب أحمر غير ثابت والذى 
يتحول بالتسخين فى وجود حمض النيتريك ليعطى مركب فلورى أصفر ثابت. 
وبعد التخلص من زيادة الجوهر الكشاف نيتروزونافثول يقدر المركب المفلور عند 
طول موجة 37١‏ نانومتر. وفيما يلى خطوات إجراء هذا التفاعل: 
الجواهر الكشافة 
-١- ١‏ نيتروزو - 7- نافثول (” جم/ لتر إيثانول 15 #) 7 حجم. 
"- نيتريت صوديوم ١(‏ ,' مول/ لتر) ؟ حجم. 
تخلط هذه المكونات قبل الاستخدام مباشرة. 
الطريقة: 
١‏ - يخلط ٠١‏ ميكرولتر من العينة مع ٠٠١‏ ميكرولتر من الجوهر الكشاف 
نيتروزونافثول ود يسخن على درجة 37م لمدة ٠‏ دقيقة . 
؟- يضاف ١‏ مل ماء و" مل ثنائى كلوريد الإيثيلين ويخلط ثم يجرى طرد 
مركزى. 
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الطرق الحديثة لتحليل الأحماض الأمينية وتقييم نوعية البروتين 
-٠‏ تزال الطبقة المائية العلوية ثم يترك ليحدث التفاعل على درجة حرارة 
الغرفة لمدة +١‏ دقيقة. 
5 - تقدر الفلورة فى خلال "١‏ دقيقة عند طول موحة 57١‏ نأنومتر بعد 
التهيج عند طول موجة 45١‏ نانومتر. 
؟- الفينايل الانيسن 
يتفاعل الفينايل آلانين مع الننهيدرين فى وجود ببتيد ثنائى (عادة جليسيل- 
ليوسين أوليوسيل- الانين) ليعطى مركب مفلور. ويمكن اسراع وتثبيت الفلورة 
المركب المفلور عند طول موجة أنبعاث 216 نانومتر بعد الإثارة على طول موجة 
5" نانومتر. 
الجواهر الكشسافة 


١‏ - محلول منظم سكسينات 011111 511011181 لك مول/ لتر) ذودرجة 
حموضة (11م) 8,ه. 


" - ننهيدرين ( 3١‏ ملليمول/ لتر) . 
*- ليوسيل- آلانين (5 ملليمول/ لتر) أو جليسيل- ليوسين. 
: - جوهر النحاس: 


كربونات صوديوم ١,5(‏ جم/ لتر)- طرطرات صوديوم وبوتاسيوم (76 جم/ 
لتر) - كبريتات نحاس ( ٠١‏ مجم/ لتر) . 


484 


الطرق الحديثة لتحليل الأحماض الأمينية وتقييم نوعية البروتين 
الطرية يقة: 
١‏ - يسخن ٠١‏ ميكرولتر عينة + ٠١‏ ميكرولتر محلول منظم سكسينات+ /7١‏ 
ميكرولتر ننهيدرين + ٠؛‏ ميكرولتر محلول ببتيد ثنائى على درجة 1١‏ م 
لمدة ١‏ ساعة ثم يبرد الى درجة ١7'م.‏ 
؟ - يضاف ١‏ مل من جوهر النحاس- تقدر الفلورة عند طول موجة انبعاث 
5 نانومتر وإثارة على طول موجة 515 نانومتر. 
ثانياً: الطرق الكمية 0113200180197 
وتشمل الطرق التالية: 
التحليل الكروماتوجرافى الغازى 01.0- التحليل الكروماتوجرافى السائلى. 
وقد لم التعرض الى هذه الطرق التحليلية فين كتاب «التحليل 
الكروماتوجرافى؛ لنفس المؤلف. وفى هذا الجزء تم اضافة الادمصاص الايونى 
وهى من الطرق الشائعة لتحليل الأحماض الأمينية. وفيما يلى أهم الطرق 
ااقستخدمة فق تخليل الأحما طن الأميفية ؛ 
1-5- التقدير الكمى باستخدام التحليل الكروماتوجرافي الغازي 
كطم 10121260812 ل آنان تل-ءكة 2) 
توجد ظفيعرياك عند تجليل الأسماس الاميدية بواميطة ال 011 هيف ان 
الأحماض الأمينية عبارة عن مركبات كيميائية غير متجانسة وليست متطايرة 
بالقدر الكافى . ويلزم تحويلها الى مشتقات متطايرة وقد تتكون مشتقات مختلفة 
بالنسبة للحمض الأمينى الواحد (أحادية وثنائية المشتقات) وبالتبعية لا تعطى 
مقدار كمى لكل حمض أمينى بالاضافة الى صعوبة تكوين هذه المشتقات وتأخذ 


وم 


الطرق الحديثة لتحليل الأحماض الأمينية وتقييم نوعية البروتين 


وقتا طويلا للحصول عليها. والصعوبات فى الفصل لا ترجع فقط الى اختيار 
الطريقة لتكوين مشتقات بل ترجع ايضا الى اختيار الطور الثابت القادر على 
فصل مشتقات الاحماض الامينية ذات التركيب الكيميائى المتشعب 10176156 
5 ]0 0ع , اهنا من ضمن المشاكل فى فصل الاكتساطو 
الأمينية هو اختيار الكاشف 1020601016 المناسب حيث عادة ما يستخدم كاشف 
(1"110) الغير متخصص. 

وفيما يلى مكلتقات الأحغاطن الأميتية المناسبة الفصل الكروماتوجرافن 
الغازى. 


اع اوع- 01-1115-1115 5--01115-000 1115-11 


عاك الق1اط-1- 8-1105 ول 11/15-2111-0115-0006 
وال 11-01115-000/-00- 601 


61 7-00-2111-01115-000 1 


زعاو الإاناط-صحة ] 1 


اعاوع [ممرم-م-8 111 
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وتفكاز طزيقة تكويت الفقتقات 11515 سيولة اجزاء الطريقة, حيت يضاف 
المركب (ع31710]ع20 111100150)) 1/ز1زد الاطاعمم و81 فى الأسوكو نتريل 
والتسخين لمدة ساعتين على درجة ”15١‏ م فى ظروف جافة فى أنبوية مغلقة 
© 5631604 . ومن الطرق الشائعة هو تكوين استرات البيوتايل للحمض الامينى 
ويعقبه 1245 . أو مشتقات ثلاثى فلوروأسيتيل 18:4 أو سباعى فلورو بيوتايل 
8 لمجموعة الأمين بالتفاعل مع 7417 أو 11154 فى ثنائى كلوريد الميثلين 
على التوالى لمدة © دقائق على درجة ١6١‏ م. واستخدمت بكثرة المشتقات 
5 م0 0-1118 فى معرفة نوعية الأحماض الأمينية فى الأجهزة التى ٠‏ 


أه 


الطرق الحديثة لتحليل الأحماض الأمينية وتقييم نوعية البروتين 


كلش ممتسة 01 ممتاجاجاءء1:02منالقت 1" مره ممتادء1 تدع 5] 
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الطرق الحديثة لتحليل الأحماض الأمينية وتقييم نوعية البروتين 


تستخدم أعفدة شعرية وكاشف 016ا4أم23© 16017502 وكذلك حالة تحويل 
الأحماطن الأميدية الى مركبات متطايزة كحولية فن وسظ حمسي لتكوين أستن 
ويعقب ذلك اجراء أسئلة لمجموعة الأمين باستخدام عديد من أندريدات 
الأحماض (أنظر صفحة 59) . 

والجدول التالى ينين الجواهر المختلفة المستخدمة لتكوين مشتقات الأحماض 


الأمبنية. 


مخ 


الجواهر الكشافة لتكوين استر الجواهر الكشافة لأستلة الآمين 222 | 
0 أمسةممم - مكا/ات 1‏ 32 | ابيطاعصنل ابمسطعوع)-لظ- ابرط ممم ا 
أمممت 150 -عللستقاءعده:متداكتا (الجلرد 
أمسقغنا] لممده1/81 20 321 | عل مل زطمة عنمه1مم2مم2م نه اكمئوه5 - 
آأمهةمه2ح لمقصمه 2101/3 323 امل تطمة عناعع 1002م - 
(مسمطاء6 3001/5 3371 | معلل ترطسة عتحوس موص لتم 
امطمعلة انوسة 1101/1560 23د 








ه- ؟-مشتقات الأحماض الأمينية للفصل الكر و ماتوجرافي السائلي 1121.0 

بلاحظ أن الأحماكن الأمينينة الفظرية صتضن الأشنعة فى ينطافة ال /آ0] 
(0ه5- 518١‏ صس)ء فأ التربتوفان له خواص الفلورة (تهيج عند 555 11 
وانبعاث عند 44 80) إلا أن غالبية الأحماض الأمينية ليس لها امتصاص أو 
فلورة أولها تفاعلات كيميائية مميزة. بالإضافة إلى ذلك؛, فإنها غير متطايرة 
بدرجة كافية لتحليلها بواسطة 0)18» ولذلك لابد من عمل مشتقات لتحفيق 
هدفين:- 

. سهولة الكشف عنها (إدخال كروموفور أو فلوروفور)‎ - ١ 

أت تحويل الأحماضن الأمينية الى مشتقات متطايرة: 


الك 














الطرق الحديثة لتحليل الأحماض الأمينية وتقييم نوعية البروتين 


تكوين مشتقات سهل الكشف عنها 

تستخدم هذه الطريقة بصفة أساسية عند فصل الأحماص الأمينية والكشف 
عنها بواسطة ©.1171. وتوجد ثلاثة أنواع أساسية من الكواشف للكشف عن 
الأحماض الأمينية وهى كاشف الأشعة فوق البنفسجية والضوء المرئى (/7/,101) 
وكاشف الفلورة والكاشف الكهروكيميائى [160]50616172122ع . 


والقواتفع القن سيد بطل الاستسنامن والفلوزة هئ الشائعة: والأكن وها 
هو الكاشف /1ل1. 


المشتقات التى تستخدم فى طريقة 111211مء 2056 
ه-؟-١-‏ الننهيدرس (صزاا) ملعل رط ساح 


وهو من الجواهر الكشافة الهامة والتى تكون كروموفور بنفسجى 1”01012 
1 مع الاحماض الأمينية الأولية ويعطى كزوسوفور اصتشر مع 
الأحماض الأميتية الثانية 566010271 وهى البرولين والهيدروكسى برولين. 

ويحدث الامتصاص للكروموفورات عند أطوال موجية 57١‏ نانومتر (أولية) 
و١145‏ نانومتر (ثانية) . وتصل حساسية هذا التفاعل إلى ٠١‏ بيكومول لأى حمض 
أمينى وهو مناسب فى التحليلات الروتينية . 

والتفاعل يشمل الخطوات التالية:- 

-١‏ أكسدة مصحوبة بفقد مجموعة الكربوكسيل للحمض الأمينى وانتاج 

ننهيدرين مختزل وأمونيا وثانى اكسيد كربون. 
1- يتفاعل الننهيدرين المختزل مع الننهيدرين والأمونيا الناتجة. 


0 يتكون معقد لونى ازريق: 
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الطرق الحديئة لتحليل الأحماض الأمينية وتقييم نوعية البروتين 





اولا: تفاعل الننهيدرين مع الأحماض الأمينية الأولى 
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الطرق الحديثة لتحليل الأحماض الأمينية وتقييم نوعية البرونين 


يتفاعل الحمض الأمينى مع الننهيدرين (2)6ملئزط عمع لصت ةئزط مام لن:1) 
بالتسخين فئن وسط حمصّى (درجة حموصضة 01 1 ( وينتج أمونيا وثانى 
أكسيد كربون ومعقد ذو لون بنفسجى. وعادة يتكون جوهر كشاف الننهيدرين من 
ننهيدرين ١,5(‏ جم) و2,4,6-01100126 (/07” مل) وايثانول ١75١(‏ مل) 
وحمض خليك ثلجى (77 مل) . وبصفة عامة يتكون الجوهر الكشاف الننهيدرين 
مما يلى: 

-١‏ المذيب: إيثلين جليكول أو ثنائى ميثايل سلفوكسيد أو ميثايل سيللوسولف. 


-١‏ المحلول المنظم: خلات الصوديوم أو البوتاسيوم تختلف فى درجة 
الحموضة والتركيز. 
"- مسحوق الننهيدرين. 
- مادة مختزلة: ثلاثى كلوريد التيتانيوم أو كلوريد القصبنديرةة أن 
هيدرنداتين. 
ويستخدم هذا التفاعل فى التقدير الكمى للأحماض الأمينية. تعطى الأمينات 
والأحماض الأمينية غير الألفا تفاعل لونى مع الننهيدرين بدون إنتاج ور0©, 
وعلى ذلك تتفاعل الأحماض الأمينية بيتاء جاماء دلتاء ايبسيلون والببتيدات ببطء 
بالمقارنة مع الأحماض الأمينية الألفا وتعطى معقد ذو لون أزرقء بينما تتفاعل 
الأحماض الإيمينو ويتكون معقد ذو لون أصفر يمكن تقديره عند طول موجة 
نائومتر. 


والجدول التالى يبين لون المعقد الناتج مع الأحماض الأمينية المختلفة: 


الطرق الحديثة لتحليل الأحماض الأمينية ونقييم نوعية البروتين 


بنى/ رمادى 
أزرق 


أزرق واضح 


رمادى/ أزرق 
رمادى 
برتقالى 
برتقالى 
برتقالى/ أصفر 





ه- ؟- ؟- أورثو فيثالدهيد (024) علترداء10قطاطام -مطا © 


وهو الجوهر الكشاف الثانى الشائع الإستخدام. ويمكن استخدامه فى كل 
الطريقتين 256-20110112 و20516-20110113» وفيه تتفاعل مجموعة التيول 152101' 
مع الاكماضن الأمينية الأولية فى وجود مادة مختزلة قوية -هطاء 0)م7261203) 
(-2 201 على درجة حموضة (511) ١١-5‏ وتعطى مركب مفلور (أقصى طول 
موجة تهيج 74١‏ 210 وأقصى طول موجة انبعاث 455 052) ولهذا فإنه يعتبر 
مناسب جداً فى الفصل فى ال 705نا0[1-)05م . 

بالإضافة إلى ذلك؛ فهو أكثر حساسية بالمقارنة بالننهيدرين. ووجد نظرياً أن 
حسأسيته تساوى ٠٠١‏ مرة ولكن من الناحية العملية 2:31 يحدث انخفاض 
فى الحساسية. ومن أهم عيوب هذا الجوهر الكشاف أنه لا يتفاعل مع البرولين 
والهيدروكسى برولين ولاجراء التفاعل يلزم أولا التفاعل مع مادة مؤكسدة مناسبة 
مثل كلورامين- ت (210106 01105ا5-ع1162[ه]- -معملطء-3]1 لله 5) 





باه 


الطرق الحديئة لتحليل الأحماض الأمينية وتقييم نوعية البروتين 


1 تنتطتة.10 أو هيبوكلوريت الصوديوم لتحويلها إلى مركبات يمكن أن تتفاعل 
مع الجوهر الكشاف. كذلك فإنه يلزم أكسدة السستئين والسستين لأن مجموعة 
الثشيول تتفاعل مع الأمين فى هذا الجوهر الكشافء لذلك فان السستئين يدخل 
منافساً لاحتوائه على الثيول فى خلال التفاعل. 

والجوهر الكشاف المائى ثابت على درجة حرارة الغرفة ويحدث التفاعل 
شوعة يدون خزازة وهذه الطريقة حسانية وه تعاذل أكفز من ٠١‏ مرات فئ 
الحساسية بالمقارنة بالتفاعل مع الننهيدرين. 


5-8 


اه 60 
20 +8 0 ل اف برونم + رايم + )© 
ع- مام 0.1١1‏ ونيم 
وأ مانو اما وممادمفم ماع00 
340 +0 230 ع 
دم 700 - 4185 دك 


6-؟- ؟- فلوروسكامين ع0 أرةء5 متزمنا"! 


تتفاعل جميع الأمينات الأولية مع فلوروسكامين فى وسط قلوى (درجة 
حموضة "11م" )١١-9‏ لتكوين مركب مفلور (أقصى طول موجة تهيج 51١‏ 
وأقصى طول موجة أنبعاث 575 111) والمادة المفلورة غير ثابتة فى الوسط 
المائى» ولذلك يجب أن يحضر الجوهر الكشاف فى الأسيتون. لا تتفاعل الأمينات 
لاني والبرولين والهيدروكسى برولين مع الجوهر الكشاف إلا فى حالة تحولها 
إلى أمينات أولية بالتفاعل مع ع71-011010-510100111010 . ويمتاز هذا التفاعل 
بانه يحدث بسرعة مع الاحماض الامينية على درجة حرارة الغرفة ولكن 
حساسيته ليست اعلى من الننهيدرين. 


12 12222222227للسس.2 ل 111 0 


الطرق الحديثة لتحليل الأحماض الأمينية وتقييم نوعية البروتين 





+ لالخ سم 
اعلالمام المععوع زوناا؟ 5 لا ااعقراعم 
(0ععوعع ناا !-هصمم) تويك 


5-؟-غ فلوروثنائي نيتروينزين (1"121/13) عمعتمء طمتاتصزل -2,4 -معمب!"1 


يتفاعل هذا الجوهر الكشاف فى محلول قلوى (درجة حموضة 95,5) مع 
مجموعة أمين حرة أو حمض أمينى أو ببتيد ليتكون مشتق ثنائى نيتروفينايل 
(305©) أصفر اللون. ولا يستخدم هذا التفاعل فى تقدير الأحماض الأمينية كميا 
لأن أقصى امنصاص لمشتقات تنائى نيتروفينايل تختلف باختلاف نوعية 
الحمض الأمينى» ولذلك تستخدم فقط فى التحليل الوصفى عن طريق مقارنة :1 
للأحماض الأمينية القياسية مع الأحماض الأمينية بالعينة بعد فصلها بواسطة 
التحليل الكروماتوجرافى الورقى وذو الطبقة الرقيقة. 


تفاعل فلورو ثنائي نيتر وبنزين 10101 
(5/,؛ مل). 

الطريقة: وزن العينة (؟ مجم) + ماء مقطر (؟,٠‏ مل) + محلول بيكربونات 
صوديوم (؟5 جم/ لترحده٠١ى؟؟‏ مل) + الجوهر الكشاف (؛ ,' مل). 





إن 


الطرق الحديثة لتحليل الأحماض الأمينية وتقييم نوعية البروتين 


بعد الرج يترك التفاعل لمدة ساعة. ويجب أن يظل الوسط قاعدى (11م - 
1-4) وذلك بإضافة محلول بيكربونات الصوديوم. 

يضافا ماء مقطر(١‏ مل) ومحلول بيكربونات ص وديوم (57 جم/ لتر 
6 مل). 

يستخلص المستحلب ثلاث مرات بحجوم متساوية بالإثير للتخلص من 
الجوهر الكشاف الزائد. يضبط درجة حموضة وسط التفاعل (181م - 4) باستخدام 
1 (” مول/ لتر) ثم يستخلص المشتق من المحلول بالاثير” مرات؛ " مل كل 
مرة. تجمع المستخلصات وتبخر للجفاف ثم يذاب المتبقى فى ٠,5‏ مل أسيتون 
ويستخدم للفصل بالطرق الكروماتوجرافية . 


0 ملم 8 لم 
6+ ا ع هه إإزم0© ش برهم + )ته 
لق 1 
بوعل لععنة امعو !اف لا 166 20 


فيمايلي الجواهر شائعة الاستتخدام فى طريقة متسباا.ء2 
١-أورثوفيثالدهيد‏ .م07 


سبق أن تحدثنا عنه فى نظام 2051-001102111 وعيوب استخدامه . 


ه-؟-ه-فينايل أيزو تيوسيانات (11)0) عأقصة:2) 110 150 معطم 

يطلق على هذا الجوهر الكشاف جوهر 1011135 إدمان والذى يستخدم فى 
معرفة تتابع الأحماض الأمينية فى الببتيدات والبروتينات. ويعطى عند تفاعله 
مع الأحماض الأمينية فى الببتيدات والبروتينات والأحماض الأمينية الحرة 





و1 


الطرق الحديثة لتحليل الأحماض الأمينية وتقييم نوعية البروتين 


مشتقات تسمى (010) 5121© 1810 2060/1 ومن أهم عيوب هذا 
الجوهر:- 

١‏ - احتمال تكوين مشتقات مختلفة مع الليسين. 

1- حساسيته منخفضة مع السستئين. 

- حساس للماء والأملاح. 

5 - يتأثر التفاعل بالمواد المصاحبة مع العينة (أمونيا- سكرات) . 

5- لابد من خطوة الاستخللاص. 

-١‏ تحتاج لوقت طويل لإجراء المشتق مع مهارة فى العمل. 

يجرى الكشف فى منطقة الأشعة فوق البنفسجية عند طول موجى 745 
نانوميتر وحساسيته أفضل من التفاعل مع الننهيدرين. 


8 5 58 
ا ا 
معام ب د و )جب بوبم ينعدو © 


لاق لزعل 1110013 6غ قله /ل 150110 الإمعطاط 


ه- ؟-1- فينايل ثيوهيدانتوين (2'111) «امامةل12 منط1 ارمعطط 

وهذا التفاعل له نفس العيوب كما فى حالة تكوين مشتقات 2110 بالإضافة 
إلى عدم ثبات مشتقات الثريونين والسيرين. ويتم الكشف عن هذه المشتقات فى 
منطقة الأشعة فوق البنفسجية. يمكن تحويل مشتقات فينايل ثيوكاربيل للأحماض 
الأمينية إلى التركيب الحلقى فينايل ثيوهيدانتوين. وحساسية هذا التفاعل أقل 
بمقداره مرات عن الننهيدرين. 


5١ 


الطرق الحديئة لتحليل الأحماض الأمينية وتقييم نوعية البروتين 


5-؟-7- فلورينيل ميثوكسي كاربونيل كلوريد 
(1"851)00) علأعملطن) اوسممطعج) بوتمطاء581 ارزوععوناكآ1 

يستخدم هذا التفاعل فى حماية مجاميع الأمين عند تخليق الببتيدات. ومن 
أهم عيوب هذه الطريقة هو عدم دقة تقدير الهستدين نظراً لعدم ثبات مشتق 
5]-78100 وتكوين مشتقات مختلفة؛ كما يحتاج الأمر إلى خطوة استخلاص 
للتخلص من كمية الجوهر الكشاف الزائدة غير الداخلة فى التفاعل. ويتم الكشف 
بواسطة الفلورة (تهيج عند طول موجى 7٠١‏ نانوميتر وانبعاث عند ١١5‏ 
نانوميتر) وتصل الحساسية الى 7٠١‏ فيكومول 11201 20 . 


ه- ؟-8- دانسيل كلوريد (24215-001]) علأسماكء الإوصو[ 


10 11501191ناة-5 1521م 221203ة 1لا طاء10112 يتفاعل كلوريد 
الدانسيل مع مجاميع الأمين الحرة فى وسط قلوى (11م 5,5 - )٠١,5‏ لتكوين 
مشتقات لها خواص فلورة قوية (انظر المعادلات) . تكشف هذه الطريقة عن 
كميات قليلة جدا من الأحماض الأمينية تصل الى أقل من واحد نانومول من 
الحمض الامينى. ويلاحظ أن مشتقات الدانسيل للاحماض الامينية تقاوم بدرجة 
كبيرة جدا التحليل المائى» لذلك تستخدم فى تحديد أماكن الأحماض الأمينية بعد 
فصلها بالطرق الكروماتوجرافية باستخدام لمبة الأشعة فوق البنفسجية. 


وفيما يلى خطوات تفاعل كلوريد الدانسيل: 


-١‏ يخلط فى أنابيب صغيرة ما يلى: ٠١‏ ميكرولتر حمض أميئى (واحد 
ملليمول/ لتر)» ٠١‏ ميكرولتر محلول كربونات صوديوم (4,* مول/ 
لتر)؛ ٠١‏ ميكرولتر محلول كلوريد الدانسيل (5؟ مجم/ لتر أسيتون) . 

-١‏ تغطى الأنابيب وتحضن على درجة 7””م لمدة ساعة. 


؟1 








الطرق الحديثة لتحليل الأحماض الأمينية وتقييم نوعية البروتين 
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تفاعل كلوريد الدانسيل مع المركبات المحتوية على مجموعة أمين حرة يعطى هذا 
التفاعل مشتقات مفلوره مع الأحماض الامينيه وكذلك مع مجموعة الأمين الطرفية 
للببتيدات فى الوسط القلوى. 
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الطرق الحديثة لتحليل الأحماض الأمينية وتقييم نوعية البروتين 
؟- تؤخذ كمية من مخلوط التفاعل (© ميكرولتر) وتفصل بواسطة التحليل 
الكروماتوجرافى ذو الطبقة الرقيقة 11:0 باستخدام طور متحرك: 
كلوروفورم- كحول أمايل رباعى- حمض خليك ثلجى .)3١ :53١ :7١(‏ 
4- يكشف عن أماكن الأحماض الأمينية المفصولة باستخدام لمبة الأشعة 
ومن أهم عيوب هذه الطريقة هو بطء التفاعل بين الجوهر الكشاف والحمض 
الأمينى. 
ه- ؟- 3- كلوريد الدايسيل (01)-12485) ع10زملاك اإوطة]1 
ملك اأنوصه لتاوعمعمهمءع220مستددما و ط )عزنا 
هذه الطريقة لها نفس العيوب السابق ذكرها وهى غير شائعة الاستخدام. 
يكشف عن مشتقات الدابسيل فى المنطقة المرئية من الضوء وحساسيتها 
حوالى ١‏ بيكومول 1001 2 1 . 


بلا-ر50 جم) لا دير 4ه لاا حت بإورمة سج )4ه كل ٠ج‏ ب لارلرا61) - هيدي 


علأرماطء ا/ؤ0365 
توجد طريقتان أساسيتان تعتمدان على مكان تكوين المشتقات؛ أى تكوين 
المشتقات قبل فصل الأحماض الأمينية عن بعضها البعض باستخدام العمود أو 
تكوين المشتقات للكشف عن الاحماض الامينية بعد فصلها بواسطة العمود (انظر 


صفحة 05) لذللك: 


8216-0 


5 


الطرق الحديثة لتحليل الأحماض الأمينية وتقييم نوعية البروتين 
والمشتقات الشائعة هى 211010 ,231000 ,م02 
وتسمى الطرق التى تعتمد على تكوين المشتقات بعد استخدام العمود باسم 
205-17 
والمشتقات الشائعة هى الننهيدرين و0248 وفلورسكامين. 
يمتاز الفصل باستخدام طريقة 1112ا2:6-001 مقارنة بطريقة 20816-20111122 
بالحساسية العالية» وقت التحليل قصيرهء ولا توجد أى صعوبات بالنسبة لكمية 
العينة المراد تحليلها (الطعام أو مواد العلف) . 
وأهم عيوبها هى:- 
١‏ - تكشف فقط عن الأحماطن الأمينية الأوا لى 2]112217 . 
- صعوبة تكوين أ لمشتقات. 
؟- تداخل الكشاف أو النواتج الثانوية مع التقدير الكمى. 
؛- عدم ثبات المشتقات المزدوجة 061172019765 10010516 . 
ه - تحضير المشتق لا يكون كميا دائما. 
ومن جهة أخرى فان تقدير الأحماض الأمينية بطريقة 7054 لها عيوب 
وهى:- 
-١‏ وقت التحليل طويل. 
؟ - حسأسيتها أقل. 
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الطرق الحديثة لتحليل الأحماض الأمينية وتقييم نوعية البرونين 
سادسا: التحليل الكروماتو جرافى السائل إ1مه2ع0102]0رط© 10ناوأنآ 


يرجع تاريخ الكروماتوجرافى الى عام ١107‏ حين أجرى العالم الروسى 
15711 تجاريه على فصل صبغات الكلوروفيل باستخدام عمود يحتوى على 
مسحوق الطباشير. ومضت حقبة من الزمن تم خلالها التغلب على مشكلتى: 
السرعة وكفاءة الفصل حيث تمكن العالمان 57886 © 7413112 الحاصلان على 
جائزة نوبل عام ١114٠‏ من وضع الأساس النظرى لميكانيكية الفصل 
الكروماتوجرافى الغازى وبذلك مهدا الطريق الى حدوث تطورات كبيرة من جهة 
الأجهزة والنظريات الخاصة بالتحليل الكروماتوجرافى الغازى ونتيجة لذلك 
ظهرت أجهزة التحليل الكروماتوجرافى السائل والتى تعتمد على استخدام طور 
متحرك سائل بدلا من الغاز- وفى البداية كانت أجهزة التحليل الكروماتوجرافى 
السائل غير دقيقة ثم تبع ذلك تحسينات تكنيكية سواء فى المضخات ذات الضغط 
العالى -المواد المعبأة- الكشف عن مكونات العينة. 


يعتبر :11581 أحد الطرق الأساسية لتحليل العديد من المواد العضوية. وهو 
يمتاز مثل طرق التحليل الكروماتوجرافى الأخرى بالدقة والحساسية العالية كما أن 
مدى استخداماته لا تعتمد على تطاير العينة أو تأثرها بدرجة الحرارة كما هو 
الحال فى 01.0 ويمتاز جهاز ©.1]181 بكفاءته العالية جدا بالإضافة إلى إستخدامه 
في فصل العديد من المركيات المخثلفة: 


-١-1‏ أساسيات: .1121 ,0 وعاملعم رط 


يتكون جهاز الكروماتوجرافى السائل من: مضخة- الحقن- العمود- 
الكاشف- المسجل. ويعتبر العمود هو قلب النظام. ويتكون الطور الشابت من 
جزيئات ذات حجم ميكرونى (21 10-9 ,5126 8:10108) لذلك يحتاج الفصل الى 
مضخة ذات ضغط عال لدفع الطور المتحرك داخل العمود. 


"4 
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كروماتوجرام يبين فصل مكونات العينة 
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الطرق الحديثة لتحليل الأحماض الأمينية وتقييم نوعية البروتين 


يقوم جهاز ©1121 بفصل مكونات العينة ثم التعرف عليها وتقديرها كميا. 
ويتم الفصل عن طريق توزيع العينة ما بين طورين أحدهما طور متحرك والآخر 
طور ثابت سائل أو صلب. وعادة يكون الطور الثابت فى عمود طوله حوالى 
5سم وقطره الداخلى 5 مم وتعتمد كفاءة الفصل على مواصفات العمود وبصفة 
خاصة على قطر جزيئات المادة المعبأة ويلاحظ أن خفض قطر الجزيئات يؤدى 
إلى تحسين أداء العمود ومن ناحية أخرى يرفع الضغط للحصول على معدل 
سريان مناسب للطور المتحرك خلال العمود ولهذا السبب فإن اجهزة 1121.0 
الحديثة يعبر عنها بالضغط العالى للكروماتوجرافى السائل. 

ويغضن النظر إذا كانت المادة المعياة ذات حجوم واحدة 1101101923 فإنه 
يتطلب ضغط عالى نسبيا لتعطى معدل السريان المطلوب وهو" مل/ دقيقة فإذا 
كان العمود أبعاده ١5‏ * 4 مم ومعبأة بجزيئات قطرها ١5‏ ميكرومتر فإنه يتطلب 
حوالى ٠١‏ ضغط جوى للحصول على معدل سريان ١‏ مل/ دقيقة من الهكسان ' 
والى ضغط جوى مقداره 5٠‏ للحصول على معدل سريان مشابه للمذيبات الأكثر 
لزوجة مثل الماء والشكل فى صفحة )7١(‏ يبين الأجزاء الرئيسية لجهاز ©.1181. 
تدفع المضخة الطور المتحرك داخل عمود الفصل ثم يمر خلال ال 0:6)معاء0آ 
فإنه يحدث تغير فى الإشارات الكهربائية حيث تسجل على خريطة متحركة 
لتعطى كروماتوجرام (صفحة .)7١‏ 

وبصفة عامة تبدأ العملية الكروماتوجرافية بحقن مكونات المخلوط 50110165 
فى فمة العمود- يحدث الفصل بعد دفع المخلوط والطور المتحرك داخل العمود 
وأخيرا ينفصل كل مكون من مكونات المخلوط على حدة من العمود- يكشف عن 
المركبات المفصولة سواء بكاشف عام 11761581انا أو خاص 5060110 معتمدا 
على خواص مكونات العينة التى يجرى تقديرها. تظهر إستجابة الكاشف -16160 
56 101 نتيجة لوجود أى مكون على ورقة المسجل 5ع0506ع26 0321 


ف 
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والذى يسمى بالكروماتوجرام. ولجمع وتخزين وتحليل النتائج الكروماتوجرافية 
فإنه يلزم وجود حاسب آلى 10]©5م0071© مرتبطا مع المسجل. والجدير بالذكر أن 
كاشف الكروماتوجراف يعطى إشارات 5182215 تظهر على شكل 262315 ذو شكل 
ناقوسى 513060 85611 والذى يمثل تركيز المكون المفصول . 

يمتاز الكروماتوجرام بالآتى :- 

أت الوق الذئ ياحدة أ شركدي يدو خلا ل العهوك كفت ظرو فنا موحد 
يكون ثابتا ويسمى 150 156]62]105 ومقارنة أرقام ال تعدا مهنادعاع]]آ مع ش 
المواد القياسية يعطى وسيلة للتحليل الوصفى. 

؟- تتناسب المساحة تحت كل 621 فى الكروماتوجرام تناسبا طرديا مع 
تركيز المكون فى العينة وبالتالى فإن التحليل الكروماتوجرافى السائل يمكن 
استخدامه فى التقدير الكمى . 


1-7 تركيب جهاز التحليل الكروماتوجرافي السائل:- 

)١(‏ امضخة مصصسظ 

الشروط الواجب توافرها فى جهاز ضخ المذيبات كما يلى:- 

أ - تعطى مقدرة على ضخ المذيب بمعدل صفر- ل مل/ دقيقة . 

ب - الحجم الداخلى أقل ما يمكن بحيث يعطى معدل سريان للطور السائل 
ثابتا سواء عند مقدمة المضخة أو عند بداية العمود. 

ج - يجب أن تكون النبضات (معدل السريان/ الضغط) أقل ما يمكن حيث 
أن ثبات معظم أنوا اع ال 100601015 يتناسب عكسيا مع النبضات -1ناط 
0. 





فى 
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ند ذاك كوه عدف هال مط سرياق عالق الور المتجرك خلال الأعمدة 
والضغط المطلوب يعتمد على لزوجة المذيب وحجم جزيئات المادة 
المعبأة بالإضافة إلى أبعاد العمود. 
ولمنع نبضات الضغط فإنه يستعمل مضخة ذات مكبسين 2151005 010121]آ[ 
بحيث يكون أحدهم دائما فى مرحلة الضغط والآخر فى مرحلة الملآ 5:6111. 


الإستخلاص التدريجي: دمنأن !ك1 )و6201 


فى بعض تطبيقات التحليل الكروماتوجرافى السائل :1181.0 يجب تغيير 
تركيب الطور المتحرك بطريقة محكمة ويسمى هذا التكنيك بالإستخلالاص 
التدريجى ويبدأ الإستخلاص التدريجى بإستعمال طور متحرك معين واحد ثم 
يضاف إليه تدريجيا كميات متزايدة من المذيب الثانى خلال التحليل والتغيير 
المطلوب فى التركيب إما أن يكون زيادة خطية فى تركيز المذيب الثانى مع 
الوقت أو تركيب معقد (انظر صفحة 75) توجد طرق متعددة لتغيير تركيب 
المذيب خلال عملية الاستخلاص التدريجى فبإستخدام مضخة لها مكبس ذو 
حركة ترددية م2دلا 21510152 11601710021125 تخلط المذيبات بعد خروجها من 
المضخة 51168112 1001/1 بواسطة صمام توزيع 1/2196 1100011100128 ويوجد 
صمام تحكم 0012]501161) يعطى البروجرام المطلوب فى تغيير المذيب اثناء 
الفصل (انظر صفحة 74) . 


0-0 
٠ 


حفن العينات: 8 ذا مدره5 


توضع العينة داخل العمود إما بواسطة محقن 5[/117856 أو بواسطة صمام 
حقن والمحاقن المستخدمة عادة فى ©-01 لا تصلح فى حالة الضغط العالى 
للتخليل الكروماتوخزافى السائل وتوجة محاقن خاضة لل :881 وصيمامنات 


ف 


0 بم«سيصيحمي. 
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وعرزوب مودعم عع 1؟قاطا 
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جهاز يبين الاستخلاص التدريجى 


الطرق الحديئة لتحليل الأحماض الأمينية وتقييم نوعية البروتين 


الحقن لها القدرة على الحقن عند الضغط العالى وهى أيضا تحقن حجوم مضبوطة 
عاطنء2000مع1 . 





100 
3 
// عووصتنا 8 1 
0 36 
1 سر 2 م 
0 0 
20 
اه 2 
د 2 
1 10 - 
مده 6 
سير م غأمرء 501٠‏ 


برامج الاستخلاص التدريجى 


الأعمسدة: 5سدهن601©) 

إن أبعاد العمود فى جهاز :1121.0 هى 75 ا 4 مم وتصنع الأعمدة أحيانا من 
الزجاج وعادة تستعمل اعمدة مصنوعة من الصلب 51661 نظرا لضغط الطور 
المتحرك العالى ويجب ان يكون الجدار الدخلى للانبوبة المكونة للعمود ناعمة 
0 ويجب أن تكون المسافة ما بين العمود وال 26166101 أقل ما يمكن 
لمنع استعراض ال 2631 ويتم التحليل بواسطة 1121.00 فى درجة حرارة الغرفة 
ولكن فى بعض الحالات فإنه من المرغوب ان تكون حرارة العمود مرتفعة ولذلك 
تستخدم أعمدة ساخنة حيث يجرى الفصل عند درجة حرارة تقع ما بين -5١‏ 
"م وأعمدة ال 1151.0 غالية الثمن ولذلك يجب العناية بها لمنع تلف أدائها. 

يوضع فرص 10150 مسامى عند بداية العمود لمنع مرور أى مادة صلبة 
داخل العمود. ويلاحظ ان عدد 5 لهذه الاعمدة يتراوح بين 565٠6٠١‏ إلى 


معت 
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الكواشف 1()6]015 


.1 8856 ثابت ويجب أن يستجيب لمكونات العينة حيث يعطى إشارات 
كهربائية تظهر على هيئة كروماتوجرام ويجب أن تكون الإستجابة الكهربائية . 
للكاشف تتناسب خطيا مع تركيز كل مكون فى العينة المراد تحليلها وهذا يؤدى 
الى تقدير مكونات العينة كميا. (انظر صفحة 77) . 
وعادة تكون إستجابة معظم الكواشف خطية حتى حد معين وعلى ذلك وجب 
التأكد من أن الكاشف يعمل حتى مدى التركيز الخطى. 
والكواشف المستخدمة فى حالة 1121.0 تقع تحت قسمين رئيسين: 
الإنكسار والكواشف من هذا النوع ذات حساسية منخفضة ولكنها تكشف 
عن أغلب إن لم يكن كل مكونات العينة . 
1 - كواشف تقدر بعض خصائص معينة لمكونات العينة مثل الا متصاص 
عند أطوال موجية معينة والكواشف من هذا النوع لها حساسية عالية 
وليس من الضرورى أن تستجيب لكل مكونات العينة. 


أولا: كاشف امتصاص الأشعة فوق البنفسجية: 


01 3501326 أت 01 لوالا . 


يعتبر هذا الكاشف أكثر أنواع الكواشف انتشارا فى التحليل الكروماتوجرافى 
السائل ولا تحدث تكسير لمكونات العينة ويكشف عن تركيزات قليلة جدا تصل 
الى 7١‏ جم من العينة (نانوجرام) وطريقة عمله تعتمد على أساس أن العديد 
من المركبات العضوية تمتص إشعاعات فى منطقة /71] والشكل فى صفحة (7/) 








8 
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ووموووهةع 35غمنا رمال 


سه يهوابمووك] موجعو1ع 2 


مقع نا 
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حورن )و )مقع رمن عاماضودد 


العلاقة بين استجابة الكاشف وتركيز العينة 


وسكت 


ص 3(166طر0قطم 


2000 24 مج220 


ل« تأأنو دع اع باح ييا 


العلاقة بين الإمتصاص عند أطوال موجية مختلفة وتركيز مكون العينة 


با 





الطرق الحديثة لتحليل الأحماض الأمينية وتقييم نوعية البروتين 


يبين منحنى الإمتصاص الطيفى ويلاحظ أن أقصى إمتصاص يحدث عند طول 
موجة واحدة. 

ويحدث نتيجة لإمتصاص أشعة 1777 تغير فى الطاقة الداخلية للجزىء 
وبالتالى تغير فى تركيبة الإلكتروني فالمركبات التى تحتوى على روابط مشبعة 
تمتص كمية قليلة من أشعة 1177 بالمقارنة بالمركبات غير المشبعة. 

وفى الحقيقة أن الإمتصاص لوجود رابطة زوجية واحدة يكون نسبيا ضعيفا 
وتظهر أقصى إمتصاص عند طول موجة من 7٠١-15٠‏ وفى حالة الروابط غير 
المشبعة المتبادلة 002[10152]660) لمركب فإنه يمتص مقدار كبير وَأ قفصي 
إمتصاص يتحرك نحو طول الموجة الأطول. 

تسكن الللجتموكنة الفسالة في السزئ نه والقى :دين الشجناق نف 017 
مجموعة كروموفورية وتوجد مجاميع لا تمتص فى منطقة لآ فى الجزىء 
ولكن تؤثر فى ال 57620111113 عن طريق انتقال اقصى امتصاص أو زيادة او 
خفض قيمة الإمتصاص وبصفة عامة فإن المجاميع غير القطبية مثل الميثايل لها 
تأثير قليل فى حين أن المجاميع القطبية مثل الأمين أو النيترو تستطيع أن تغير 
جوهريا فى 50660111112 الخاص بالمركب. والامتصاص فى منطقة ال 7الآ 
يحكمه قانون 1.211256116 -8661» الذى يريط ما بين نسبة الضوء الساقط الى 
الضوء الناقد مع تركيز المركبات فى محلول العينة وطول الخلية التى بها العينة 
وعند أى طول موجى فإن: 

)1( ...]101 1 / ىآ عمآ 


ويعرف الإصطلاح 1 / .1 1.08 باسم ع45501826 والثابت >1 يسمى 
معامل الإمتصاص 00611121676) 111605102: ومن المعادلة )١(‏ يتضح أنه 


4م 
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عندما يمر شعاع فى منطقة ال 1777 خلال محلول العينة فى خلية 0611 ذات أبعاد 
ثابتة فإن الإمتصاص يتناسب خطيا مع تركيز العينة. 

ومصدر إشعاعات 1777 فى حالة الكاشف 179 لجهاز 1171.0 هو امبة زئبق 
أو لمبة الديتريم ولمبة الزئبق تبعث دائما إشعاع ذو طول موجى واحد وهو؛ ه5١‏ 
نانومتر والكواشف التى تعمل بمصدر الإشعاع هذا تعمل فقط عند هذا الطول 
الموجى وللقياس عند أطوال موجية أخرى فإنه لابد من تغيير اللمبة ثم يخرج 
إشعاعات ذات أطوال موجية فى المدى من 58١ -١5٠‏ وبإستخدامها مع موحد 
الموجات 7105706150122]601 فإنه يمكن إجراء التقدير الكمى على المدى -١91٠‏ 
58 

والكواشف التى تعمل على أطوال موجية مختلفة تتميز عن الكواشف التى 
تعمل عند طول موجة واحدة بالآتى:- 

١‏ - يمكن ضبط طول الموجة التى تحدث عندها أقصى امتصاص للمادة 
المراد تقديرها للوصول الى أقصى حساسية. 

-١‏ فى بعض التحليلات يكون لها الصفة الإختيارية 56851009119 فمثلا فى 
حالة التحليلات الدقيقة جدا 302219515 17206 فإنه يمكن التحكم فى 
اختيار طول الموجبة التى عندها فقط تمتص المركبات الموجودة على 
هيئة آثار وبالتالى تمنع مشاكل التداخل من وجود مكونات ذات تركيز 
عالى بالعينة . 


ثانيا: كاشف معامل الإنكسار (1؟1) :«مع00ز 056اع 12212 


المركبات المفصولة. يجب أن تكون درجة حرارة خلية العينة لاءء ء1ممته5 
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وخلية البلانك 0611 81321 ثابتة وإن الإختلاف فى درجة الحرارة يكون فى 
حدود ١0,00م.‏ وحسأسية هذه الكواشف أقل من حساسية كواشف 11 فهى 
تكشف فى حدود 5٠١‏ جم من العينة (ميكروجرام) . تستخدم هذه الكواشف فى 
حالة المركبات التى ليس لها خواص الإمتصاص. 
الثا: الكواشف الفلورية: 11اع1”1101112 

يعرض محلول المركبات المفصولة من العمود إلى أشعة فوق البنفسجية من 
هذه الكواشف عند طول موجة معينة طاعدمعاء1725 12221030102 (أشعة تؤدى 
الى تهيج مكونات العينة) وتخرج الطاقة الفلورية من محلول العينة عند طول 
موجى طول 11155105 (طاقة أنبعاث) وهى التى يجرى 
قياسها .«تستخدم هذه الكواشف فى تقدير المركبات التى لها خاصية الفلورة أو مع 
المركبات التى تتحول الى مشتقات فلورية. تمتاز هذه الكواشف بأن لها حساسية 
أعلى من كواشف الأشعة فوق البنفسجية واذلك تستخدم فى تقدير المركبات التى 
توجد على هيئة أثار. 
رابعا: ((1,):1) ماععاء0 عنناام جن) لامساعه1آ1 

يمتاز هذا الكاشف بحساسية عالية وله الصفة الإختيارية ويتكون من مصدر 
إشعاع 70163 وزوج من الإلكترودات يمر خلالهما فولت قطبى 501212108 
8 :يمن غاز خامل ذل النيتروجِين خلال الكاشف الذى يدث له تاين 
بواسطة الإشعاع 1820120402. ونتيجة لهذا التأين يمر تيار ما بين الالكترودين 
الذى يكبر ويسجل. والشكل فى صفحة )85 يبين تركيب الكاشف (2001. 

تظهر بعض المركبات تألف للإلكترونات فإذا دخلت مادة من هذا النوع 
خلال 507 فتكون النتيجة هى خفض عدد الإلكترونات فى الحجرة وبالتالى يقل 
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التيار المارما بين الإلكترودين ومن ناحية أخرى نجد أن المركبات التى ليس لها 
تآلف للإلكترونات عند مرورها خلال الكاشف تحدث تأثير قليل أو ليس لها تأثير 
على 011116114 5121011185 وعلى ذلك فإن (8)01 له الصفة الإختيارية ويستجيب 
فقط للمركبات التى ترتبط بالإلكترونات مثل الهالوجينات ومركبات النيترو 
وبعضن المواد الأخوى ذات الأنوية الغطوية العددة. 
يمر 101684 0110© خلال أنبوبة من الحديد الغير القابل للصدأ حيث 
يسخن الى درجة حرارة كافية لتطاير المذيب ومكونات العينة. ثم تمرر الأبخرة 
الى 801 عن طريق تيار من النيتروجين. وهناك أنبوبة متصلة بال 5807 من . 
الحديد الغير قابل للصدأ تعمل كمكثف حيث يجمع الطور المتحرك السائل. 
وأن أفضل مذيب كطور متحرك فى نظام ©:1 807 هو الذى يظهر أقل تآلف 
ممكن بالنسبة للإلكترونات مثل الهكسان او الايزواوكتان ولكن يفضل 
كروماتوجرافيا استخدام طور متحرك أكثر قطبية. ويمكن استخدام طور متحرك 
يتكون من هكسان أو أيزوبروبانول مضافا اليه مذيبات مثل الميثانول- 
أيزوبروبانول- الخ.. وهذا يؤدى الى رفع قطبية الطور المتحرك وتسمى المذيبات 
التى ترفع من قطبية الطور المتحرك باسم 3100141655 وتعتمد الكمية التى 
تضاف من هذه المذيبات على نوع ال 210011165 ومعدل السريان؛ فيما يلى 
أنواع ال 310014165 المعتاد إضافتها لرفع قطبية الطور المتحرك وهى: 7 / 
ميثانول- 7*7 ايزويروبانول- ١6‏ / تتراهيدروفيوران- /٠١‏ 1ل«1(10- ١١6‏ / 
بنزين. 
ويجب عدم استخدام مذيبات تحتوى على أكسجين حيث تعمل على الإرتباط . 
مع الإلكترونات ولذلك يجب إمرار غاز النيتروجين خلال الطور المتحرك 
للتخلص من الاكسجين. ايضا يجب تخلص المذيبات من الشوائب التى ترتبط مع 
الإلكترونات. 
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5- ؟- الطورالمتحرك: عمقطم عاتطاه81 

يقوم الكروماتوجرافى السائل بتحليل العينات التى تختلف فى درجة ذوبانها 
ويتم فصل مكونات العينة نظرا لوجود تداخل 1116:300108 ما بين مكونات العينة 
والمادة المعباة والطور المتحرك- ويجب أن تذوب العينة فى الطور المتحرك كما 
يجب أن يلائم الطور المتحرك نظام الكشف 73,ء595]6 1060601107 فإذا كان 
الكاشف من نوع 1077 مثلا فإنه يجب على الطور المتحرك الا يظهراى 
امتصاص على طول الموجة التى يجرى عليها التقدير. 


القطبية: 17:ةا20 


يستخدم لفظ القطبية بكثرة في التحليل الكروماتوجرافى لوصف خصائص 
المواد المعبأة داخل العمود -الأطوار المتحركة- والمواد عديمة القطبية هى التى لا 
تحتوى فى تركيبها الجزئى على مجاميع فعالة تكون روابط ايدروجينية مثل 
الهيدروكربونات المشبعة (هكسان مثلا) والمواد القطبية هى التى تدتوى على 
مجاميع فعالة مثل هيدروكسيل- أمين- كربوكسيل.... الخ. 

وتقسم المذيبات المستخدمة فى جهاز 1181.0 كطور متحرك تبعا لقطبيتها 
ويختلف الى حد ما سلوك المذيب تبعا لنوع المواد المعبأة داخل العمود والشكل فى 
صفحة (85) يبين عدة مذيبات مرتبة تبعا لقطبيتها باستخدام عمود معبأ بمادة 
السليكاجيل. ويمكن تحضير طور متحرك ذو قطبية معينة عن طريق خلط 
مذيبين أو أكثر يختلفان فى القطبية. 

والجدير بالذكر أن الفصل الجيد فى حالة 01.0 يعتمد على اختيار العمود 
حيث توجد أعمدة معبأة بأطوار ثابتة عديدة وفى حالة ©.آ112 فإن الفصل الجيد 
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تعتمد كفاءة الفصل على إتباع النقاط التالية : 
١‏ - نوع الطور المتحرك سواء كان عضوى أو مائى. 
١‏ - تركيب الطور المتحرك سواء أكان مذيب واحد أو أكثر من مذيب. 
7 درجة حموضة 11م الطور المتحرك. 
4 خالمواد التى تضاف الى الطور المتتكرك مكل الأمينات- الاحماضئت 
محاليل منظمة- منظفات. 
11-1 
عموع 0-11 
150-00 
عمقعاع طم اع نا0 
تعغطاء الإطاع01[ 
اورف زفق 4و8 
عمقطاء لمعه لاطء1]01 100 
ممعد 1 مل (اطديء 1" 0117م 
11180 
1لا لطماعع م 
2201 ممم -150 
الع 


[0ققطاء 81 
رع ا 
* المذيبات شائعة الاستخدام فى جهاز التحليل الكروماتوجرافى السائل مرتبة تبعا لقطبيتها 
ويشترط فى الطور المتحرك ما يلى :- 
1- نقئ 
؟ - رخيص الثمن وسهل الحصول عليه 
"- تذوب فيه مكونات العينة 
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4- لا يغير فى طبيعة العمود. 

5- يلائم الكاشف. 

5ل لزويجة مقط 

بأحويكم ابنترجاعه من الغردة تسهولة واعاثة انتخدامة مزة أحوع إذا أمكن 

ذلك. 

يجب قبل استخدام الطور المتحرك إتباع ما يلى: 

. 1/2175 يرشح قبل دخوله المضخة لمنع انسداد الصمامات‎ -١ 

؟كيجرى إزالة الهواء مهن :الظور المتسرك لأ اليواء تقد عتة وكوله الي 

الكاشف الى تكوين 720156 بجانب الإشارات 5152215 . 

تخلص الطور المتحرك من الهواء ومزدددع06 أمع5017 
ذلك فإن درجة ذوبان الهواء تختلف اختلافا كبيرا فالمذيبات القطبية ويصفة 
خاصة الماء لها درجة ذوبان عالية بينما المذيبات الغير القطبية مثل الهكسان لها 
درجة ذوبان منخفضة. ويؤدى الهواء المذاب فى المذيب الى تقليل كفاءة " 
صمامات المضخة وأيضا عند استخدام كاشف /171 تتكون فقاعات فى الخلية 
01 11017 ممأ يؤدى الى عدم ثبات 1126 8256 ولهذا يجب التخلص من الهواء 
فى المذيب قبل إستخدامه. 

وهذا يتم بعدة طرق منها:- 

-١‏ غليان المذيب تحت مكثف عاكس يتبعه التبريد قبل الإستعمال. 

؟ - استخدام تفريغ. 


كلم 
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37 أمرار غاز الهيليوم خلال المذيب حيث يحل الهيليوم محل الهواء الذى له 
درجة ذوبان منخفصة جدا. 

- استخدام جهاز 10105350212 لطرد الهواء . 

توجد ثلاث طرق لإمرار الطور المتحرك خلال الطور الثابت وهى: 

. 0120162) 6110109 استخلااص متدرج‎ - ١ 

؟ - تدرج حرارى 010862111112108 161206121116 . 

- تدرج فى معدل السريان 0208631211128 11017 . 

والتكنيك الأول هو الأكثر كفاءة حيث يعطى فصل واضح بالمقارنة 

يختلف الإستخلاص المتدرج عن الاستخلاص الثابت 100108 15001202 

(استخلاص بطور متحرك ذو تركيب ثابت) فى أنه: 

. يقلل من حدوث 1311128 لل علوء2‎ -١ 

-'٠"‏ يقلل من مقدار عرض قاعدة ال وعلهء2 أى تزيد من حساسية وكفاءة 

الفصل. 

التوزيع دمن1اساط )ك1 

عند إضافة مادة ما الى نظام مكون من سائلين لا يمتزجان فإنه تختلف 
قابلية هذه المادة للذوبان فى كلا السائلين وأن تركيز المادة فى الطورين تكون 
ثابتة عند درجة حرارة معينة وتعرف نسبة التوزيع بمعامل التوزيع 10501108 
061110162 وفى حالة التوزيع الكروماتوجرافى يتم فصل مكونات العينة عن 
طريق ايشتخداء التوريع النحافس:للفيئة ما بين الطورين السائلين إحذاهمًا الظوو 
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الثابت داخل العمود والآخر الطور المتحرك. ويعتمد هذا التوزيع على الذوبان 
النسبى 501011119 1561201976 للمكونات فى كل الطورين. ونظرا لإختسلاف 
الذوبان النسبى لمكونات المخلوط فإنها تمضى 50614 أوقات مختلفة فى الطور 
الخابت وفى النهاية يخرج من العمود كل مكون عَلَىَ حذه وغلى مدى التداخلات 
مع الطور الثابت فإنها تتحكم فى درجات الإرتباط (المركبات ذات الإرتباط 
المنخفض تخرج 151016 من العمود قبل المكونات الاكثر ارتباطا) . وتبعا لطبيعة 
خاصية التوزيع فإنه يوجد نوعان وهما الفصل العادى 00256 51011221 والفصل 
المعاكس 00256 11696156 وفى حالة الفصل العادى يستخدم طور ثابت قطبى 
لفصل مكونات العينة القطبية وطور متحرك غير قطبى أما طريقة الففصل 
المعاكس فإنه يستخدم طور ثابت غير قطبى وطور متحرك قطبى لفصل 
المركبات غير القطبية. ' 


811 011210لطلء عدقطام عورء و11 0811 تلك عكقطم لقتسنتماك 
طور ثابت: غير قطبى طور ثابت: قطبى 

طور متحرك: قطبى طور متحرك: غير قطبى 

قطبية المخلوط: غير فطبى فطبية المخلوط: قطبى 


4-7- الأطوار الثابتة المرتبطة كيماويا 
5 5626101217 2060ئا0ط لدع امعط 

يلاحظ فى الأعمدة المستخدمة فى أجهزة 1191.0 أن الطور الثابت يغطى 
مادة دعامية مثل السليكا ويرتبط فقط بقوى طبيعية 10605 28/51081 ويجب أن 
يظل تركيز الطور الثابت داخل العمود ثابتاً ولهذا فإنه من الضرورى استخدام 
طور متحرك لا يذيب الطور الثابت وانه من الصعوبة عمليا وجود نظام يشتمل 
على طور ثابت/ طور متحرك لا يفقد من العمود باستمرار كميات من الطور 
الثابت نظرا لذوبانه فى الطور المتحرك وللتغلب على هذه المشكلة فإنه من 
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الممكن تشبيع الطور المدتحرك بواسطة الطور الثابت قبل مروره داخل العمود 
وحيث أن الذوبان يعتمد على درجة الحرارة فإنه يجب أن يظل المتشبع -5211152 
7] والعمود عند نفس درجة الحرارة. 


وهناك حل أفضل لهذه المشكلة وهو أن يرتبط الطور الثابت كيماويا على 
سطح المادة الدعامية وهذا يجعله غير ذائب فى الطور المتحرك وهناك العديد من 
التفاعلات المختلفة التى تستخدم لربط الجزىء العضوى الى سطح السيليكا كما 
فى المعادلات التالية (انظر صفحة 55). الرابطة 51-0-18 يمكن تحليلها مائيا 
وعلى ذلك يمكن استخدام مذيبات مائية كطور متحرك فى هذا النوع من الأعمدة 
والرابطة +1 -51 -0 -51 # 12 -51 شديدة الثبات ويمكن إستخدام هذه الأطوار 
الثابتة مع جميع المذيبات الشائعة فى أجهزة 1181.0 ونتيجة إختلاف التركيب 
الكيماوى للاكليل (18) فإنه يمكن الحصول على أطوار ثابتة مرتبطة كيماويا ذات 
مدى واسع من القطبية. والجدول فى صفحة )1١(‏ يبين الرموز الكيميائية لأهم 
الأطوار الثابتة المرتبطة كيماويا على سطح مادة السيليكاجيل. 


1.-251-01( + 1808 جطل‎  -51-0-8 
511163 ع112لاة‎ 

بكلأذ- 2851-0 جب د اعاذكيظ1 + 51-01-.2 
(9) .3 

251-01 جل د د-ده 501 + 251-081 
(0) .4 


51-5خ> جمل-دا نللظ + 251-01 


تكوين الأطوار الثابتة المرتبطة كيماويا على مادة السليكا 


44م 








م01] 

#سازناد (ديريرة) 
1201 

)0101762( 311117 


160 


)8!5( 00 


350111-65 


61117100 31 


1م11 4111800 
111811 ]411117100 


111 3م111 43111001 


)2111711019( 117]00 101 


)211000117( 17]00 1011 


1111257711177 1] 


<27/1130:02 
0000 
0ل 3137 
8 1ل 
'*-159102- 
310 


5010 157110177 1 


500 1102 





1010 2000500111 
[111 21717970110 8- 11 


11-07050711121 


010-00011011 
027101 17 


1ج داه 
115213011-500- 


5010 01 1151193 


2114 ه2022*ه2ظ 


بج ستو ج05 رم كسم سوسم وصي كسمن ركس 


الطرق الحديثة لتحليل الأحماض الأمينية وتقيم نوعية البروتين 
يوجد نوعان من الأطوار الثابتة وهما: 


ال وعلأول: 
يعبأ العمود بمادة ذات محيط دائرى قطره حوالى 4١‏ ميكرون وسمك الطور 
الثابت حوالى 5-١‏ ميكرومتر ويسمى تقات1[1اء2 وهو سهل التعبكة وذو كفاءة 


ااألوعالثانسى: 

تستخدم جزيئات صغيرة جدا من مادة السيليكا مسامية (1112 5-10) وهذه 
الجزيئات '(1م150122608123© 21256 7321110111366 2110150 صعبة فى تعبتتها 
بالمقارنة بالنوع الأول ولكنها تعطى فصل أفضل بكثير. 

وعموما توجد ثلاثة أنواع من الأطوار الثابتة وهى: 

50110 جزيئات شديدة الصلابة 5ع231516101م‎ - ١ 

26111211121 جزيئات مسامية بدرجة بسيطة 7أوع1‎ - ١ 

"- جزيئات مسامية بدرجة عالية 12ا125 8010115 

يتكون النوع الأول من مادة شديدة الصلابة 11810 وذات تركيب خارجى 
غير منفذ ونتيجة لسطحه الصلب فإنه يكتسب خاصية الفصل السريع ونظرا 
لصغر مساحة سطحه الخارجى فإنه تستخدم حجوم صغيرة من العينة وتقل كفاءة 
الفصل بزيادة حجم المخلوط المراد فصل مكوناته وعندما تكون مساحة السطح 
الخارجى للطور الثابت كبيرة كما فى حالة النوع الثانى فإنها تزيد من كفاءة 
الفصل وايضا يزداد حجم المخلوط المحقون. وفى النوع الثالث ذو المسامية العالية 
فإنها تعطى فصل عالى جدا ولكن قد تزيد من وقت التحليل. ويوجد عامل آخر 
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الطرق الحديثة لتحليل الأحماض الأمينية وتقييم نوعية البروتين 


هام يؤثر على الفصل وهو حجم الجزيئات. فالجزيئات ذات القطر الصغير تؤدى 
الى تحسين كفاءة الفصل وعلى ذلك يجب استخدام الجزيئات الصغيرة كلما أمكن 
ذلك. ووجد أن القطر المثالى وهو" ميكرون كما أن قطر الجزيئات حتى ٠١‏ 
ميكرون تعطى فصل جيد وعند زيادة القطر عن ذلك تنخفض كفاءة الفصل- 
وهناك نقطة أخرى هامة وهى يجب أن تكون أقطار الجزيئات متجانسة وأن أى 
اختلاف فى القطر يؤدى إلى سلوك مكونات المخلوط مسارات متعددة وهذا يقلل 


من كفاءة الفصل. 
والجدول التالى (صفحة 97) يبين بعض المواد المعبأة المحتوية على روابط 


اختياز الماذة المعيأة والعلور التتمرك تت 
عتد اخخيار المادة المعيأة والنطوو الفتدحرك لفصل مكوتات العينة بواسظة 
جهاز .1121 يجب الأخذ فى الاعتبار بالنقاط التالية: 
-١‏ التركيب الكيماوى لمكونات العينة أو بمعنى آخر نوعية المجاميع الفعالة 
(حامضية» قاعدية» ألدهيدية... الخ) . 
؟- ذوبان مكونات العينة هل تذوب فى مذيب عضوىء تذوب فى ماءء 
تذوب فى قلوى؛ تذوب فى حمض. 


- توافق استجابة مكونات العينة مع الكاشف. 
6-5- التقدير الكمي 5ذ5«[دمة 2115 اناصةن0) 


تختلف إستجابة الكاشف فى ©1121 من مركب الى أخر فمتلا إستجابة 1017 
تعتمد على معامل الإمتصاص لمكونات العينة وإستجابة الكاشف (2)01 يعتمد 
على تآلف إلكترونات العينة وأن أفضل طريقة للتقدير الكمى هى عمل -2]طئلة© 
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الطرق الحديثة لتحليل الأحماض الأمينية ونقييم نوعية البروتين 


م02 0120 


اطاععم ؤنامهموم 


05 23 1:55نروجعرومم 22+25 
33 ىا ل «بعةه 
20 سو 
لين" لا ريب 


12نا5 لالز 1.2 
؟قلاةا ألمعطزه 05م 
د0جلم , :510 .0 .هء 





عع ة» كوعلما عمم» كمعيمر 





لزاوعم ؤناقهمم لذطادعهة هف انان اعم عاولكهمم نانام5 


* الاطوار الثابتة 
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الطرق الحديثة لنحليل الأحماض الأمينية وتقييم نوعية البروتين 


* التركيب الكيماوى لبعض أنواع الأطوار الثابتة المرتبطة كيماويا على سطح مادة السيليكا 


بكسن 01 +1 اهدو كعلاناء 1/0 


55 الام 
2 
ب رعائهكالة) لمات 
0 رات -:08- 11ح -81-0- اذذاا 001 
9 مُ عكمنرم 
١‏ 
011 01-1 - ج011 -0- 851 اا 
١ 08‏ 
01 011-011 - 011 -81-0- 
07 
00 مره ادع قلاط 
253 
الت 
والتعدع [ج021 591-0150 مار 067 معومع راعج 
عكمبرم 


عدج رلوك ) -ولك- 251 ١‏ _الاااق الا 0678060 


- اعبرم 


الطرق الحديثة لتحليل الأحماض الأمينية وتقييم نوعية البروتين 
20 لإستجابة الكاشف بإستخدام مركب قياسى 1561616206 يضاف إلى محلول 
العينة أى طريقة 562202101220102 12161281 وهى تشمل الخطوات التالية:- 
-١‏ يجرى تحليل للعينة للحصول على كروماتوجرام لمعرفة عدد ونوع 
مكوناتها. تختار مادة لا توجد ضمن مكونات العينة ولها وقت ظهور يقع : 
ما بين 76215 170 للعينة على الكروماتوجرام. 
؟ - تقدر استجابة الكاشف لكل مكون من مكونات العينة منسويا الى المادة 
الداخلية وذلك بإجراء التحليل للعينة المحتوى على المادة القياسية ويجب 
معرفة تركيز كل مكون من مكونات العينة بالضبط ويلاحظ أن: 
مساحة ال :261 لأى مكون تتناسب طرديا مع تركيزه فى العينة. 
.. مساحة ال علوع2 - 12 “ا تركيزه فى العينة 
حيث أن >! هو معامل إستجابة الكاشف لمركب معين 
وبالنسبة الى المكون 4 (انظر صفحة 15) فإن: 
١ )‏ ( ......(4) لمتكم عامععهه© ديكا د (خ) معمو ملوعط 
وبالنسبة للمادة القياسية الداخلية (15) فإن 
0 ..... (15آ1) 31011« أ ترعع202) ع وخا - (15) وععح علوءآ1 
بقسمة المعادلة )١(‏ على المعادلة (؟) نستنتج ما يلى: 
09 (15) 110 عتدعع مه )/(لخ) لامنلأم راوع عررهن) 1 (وركا/م ع[ )- (1[5) وععة علدء2 / (ذ) وععة علوءآ1 
المادة القياسية أو >1 بالنسبة للمكون الأول وتجرى نفس العملية بالنسبة لباقى 
مكونات العينة لإستنتاج قيم معاملات الإستجابة لها (عاء ...,يكا ,جك! ,يك1) . 


1١ه‎ 


الطرق الحديثة لتحليل الأحماض الأمينية وتقييم نوعية البروتين 


وعمليا تضاف كمية معروفة بالضبط من المادة القياسية الى العينة المراد 
تحليلها ثم يجرى التحليل بواسطة جهاز الكروماتوجرافى ومن المعادلة (؟) نستنتج 
المعادلة (5). 
) ( بكآ /(15) تسععصمت .(15) مععة عاط / (3) مععة علمعط - (4) بمععدمت 

بوضع قِيم مساحات ال 26315 من الكروماتوجرام ومعاملات الإستجابة 
النسبية من التحليل 2122137515 0211501201017 وتركيز المادة القياسية المضاف فى 
المعادلة (4) فإنه يمكن حساب تركيز كل مكونات العينة . 

وحيث أن هذه الطريقة تعتمد على نسبة مساحات ال 26215 وليس على 
وزنة العينة فإن دقة القياس فى هذه الطريقة لا تعتمد على الكمية المحقونة 
بالضبط ولكن تعتمد على دقة حساب مساحات ال دكلوء2 . 


رودععاطا 
6 برجو صة 51 


14 


١ 
ل‎ 
0 

1 


يوسو اوه كه 5١‏ 


زر 


* كروماتوجرام يبين فصل مكونات عينة ما بالإضافة إلى مادة قياسية داخلية 
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الطرق الحديثة لتحليل الأحماض الأمينية وتقييم نوعية البروتين 


7-5- ظروف الفصل المختلفة لبعض مشتقات الأحماض الامينية: 


-١‏ مشتقات 024 للأحماض الأمينية:- 


تركب اللوى المتحراك 71 596 ,5.7 كآم ,تعأقناط عن دللا الم 50 :م 





دكن 0عل119] واء 1 - 1111 








الكروماتوجرام التالى يبين تتابع ظهور مشتقات 074 للأحماض الأمينية. 


5 802150 215331260ع2 هين 1 
113 


واث .8 وهم .1 15 
1 ,9 نات .2 

وا .10 5ل .3 

له/ .17 ه56 .4 

ولام .12 ولثم .5 

نعطا .13 لات .6 

ناع] .14 2.11 

5/اا .15 





اسح يك 
1 20 15 





الطرق الحديثة لتحليل الأحماض الأمينية وتقييم نوعية البروتين 





؟ - مشتقات ال591م12 للأحماض الأمينية:- 


8 300 -ظخ] ع01م112ل0م 


عنأاععهم 81 0.06 ,2010 علمروط 13/1 0.05 :م 
012 داطل طاامط 2.6 11م م ملاعم 
ممم هموك /ا//ا 3540 طاا م :8 


ىم 





















درجة حرارة العمود 


تركيب الطور المتحرك 













0 صفر 05 ؟ 1١‏ هم 
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والكروماتوجرام التالى يبين تتابع ظهور مشتقات 1/ا10305 للأحماض الأمينية . 


5أعث ممأدم 3180الا 0305 


111220 1415 7 
19 


1 
45 
ا ا 
0 10 6 ا 
١ / 00 ١ 9 | 18 ١ 20‏ 
عيننا نا ع 
-_- سب حصي كب 1 02110700 
مامز 12 10 8 5 4 2 
امم .131 820 عنه اكيت 1 
م1 12 قمامتاونا .2 
ماللا ,13 مومهم ,3 
6و" ,14 عملماومم ,4 
#صامقلة ا ,زمهطة .15 6 .5 
21/518 ,15 لتنة علاووكم .8 
8كناع 601 .17 0م قامهاناات ,7 
لمعا ,18 نوع رق 
علنوينا .19 عماعيزاق .9 
.20 عمنوولم ,10 
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؟- مشتقات 74185 للأحماض الأمينية:- 


2-8]-اعطم5م 


2 مم 













تركيب الطور المتحرك 5 م ,10111 546 طخاللا عخ 0 نولل اذ 
11 المماءعم 8 


علمتفحطنه1 اتوإطأعحط حم[ نا 









برنامج الاستخللاص التدريجى 


معدل سريان الطور المتحرك 


شع | 
عن طول موجه 2 


والكروماتوجرام التالى يبين تتابع ظهور مشتقات 7,885 للأحماض الأمينية. 





5 8111170 2885 
©ا .11 موه .1 
ناعا .152 ا .2 
191709 3 (ناهاءوا) .1.5 .13 امهو283 .3 
12 87 هطم 14 )4.56 
14 م ولا ,15 57 
5 دنالة .16 بزاه 6 
15 4 5بها .17 م7 
ولط .18 دلا ,8 


ظ | 12 جا 19 ويم .9 


اعلا .10 


ل سس سس سس سسسب ااام 


الاير اعت 22 131 0 
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> - مشتقات ال 2171 للأحماض الأمينية:- 


نوع العمود 8 عتعطم5ة011] 
ابعاد العمود 


ظ 

















والكروماتوجرام التالى يبين تتابع ظهور مشتقات ال 2111 للأحماض الأمينية. 


ملاعم مراكم 


:0 5عناأأة !ع0 مم 
ممم 11 ؤم .1 
1 .12 نانا6 .2 
امنا .13 لام .3 
مهم .14 الات .4 
8م ,15 58 5 
عنام ,16 8 ,6 
5 .17 5 .؟ 

غ٠١‏ .18 لات .8 
لاعا .19 ذالم .95 
08 





1 .مأ 18 9 0 


”7ل 0 1 ه0001 
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ه- مشتقات ال 27111 للأحماض الأمينية:- 


8 -عرعم1800005 


لحا 04 هم 





6 لآم ,عأقاءع3 1770121101لطة للد 50 نم 


تركيب الطور المتحرك 








8 آم ,عاداع30 111لا للم صسة 34 حر 100 :8 


(80 :20) [ممقطععل/8 


برنامج الاستخالاص التدريجى 









د سان اضر تترة 
ا رح ور 


والكروماتوجرام التالى يبين تتابع ظهور مشتقات ال 216 للأحماض الأمينية. 


(610) مأقمهلاع0 أ طاهت5 أ امعطم 
5ع موموأام 


عماء براق .4 366 عتانوم5ةم .1 
ومأل زوز 5 360 عأصقايات .2 
ومأممة 1 .6 8ه .3 |4 
عمنققامة .7 
عمأمأولم .8 
عمتاممظ ,9 
هماهم .10 
8متموتطاع 8 11 
هماتلا .12 
نع ]0/5 .13 
عماأعيهاة5! ,14 
66 .15 
ومامولو الزمعطة .16 1 
"أ5/ا.17 .وؤزق1 650 50 40 30 20 10 0 





الطرق الحديثة لتحليل الأحماض الأمينية وتقييم نوعية البروتين 


وقت الفصل يكون قصيراًء أكثر حساسية» ولا يحتاج الفصل الى درجة حرارة 
عالية 124116عم20ع] 161/2]60ع 110 ومع ذاك فإن طرق ال 1181.00 لها عيوب. 


عيوب طرق ).1111 

نعم عاليية كادة قصيل كتهقاث الا سمنامن الأمقية على خريفارة , 
السيليكاجيل الكروية [ء8 511123 5011611021 المغطاة بطبقة من جزيئات عضوية 
ومرتبطة بروابط تساهمية. وهذه الطبقة تمثل الطور المعاكس 1256م 1661/6150 
وهى عبارة عن سلاسل هيدركربونية تحتوى على ١8‏ ذرة كربون 11ل[ 615) 
(متقطء. 


المشكلة الأولى 


تتمثل المشكلة الأولى فى محدودية 1.1501160آ تماثل النتائج باستخدام أعمدة 
11810 خاصة فى فصل الأحماض الأمينية. فمثلا تختلف كفاءة الفصل من 
عمود لآخر نظراً لاختلاف طريقة تحضير العمود بالمصنع . هذا يعنى أنه عند 
تغيير العمود لابد من الضرورى إجراء التجارب على العمود الجديد ليعطى الفصل 
المناسب. وتظهر هذه المشكلة بوضوح لانخفاض فترة صلاحية دنا 16ذآ 
استخدام أعمدة الطور المخالف. ويلاحظ أنه تنتهى صلاحية استخدام أعمدة ال 
]1 بعد حقن عدة مئات قليلة من العينات وبالتالى لابد من إهمالها -215 - 
0010 أو إعادة تنشيطها 11686261266 . ود بلاخظ أنه عند تكوين مشتقات 
للأحماض الأمينية تصبح أكثر كرها للماء 111050810512 عما كانت عليه؛ وهذا 
يؤدى إلى فصل بواسطة الطور الكروماتوجرافى المعاكس 5256م 7560عاع11 
ولكن من ناحية أخرى فإن الخاصية الكارهة للماء تقلل بدرجة كبيرة الاختلافات 
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نين الأخشناكن الأسيننة:بالإقشاقة إلى :ذلك إذا احتاعت متشنفات الأحماطن 
الأمينية إلى خطوة استخلاص فإن بعض الأحماض الأمينية يمكن فقدها جزئيا. 
وهذا يؤدى إلى تغيير فى تركيب محتوى الأحماض الأمينية وبالتالى الحصول 


المشككلة الثانيمة 


تتمثل فى المجاميع الفعالة الأخرى الموجودة فى السلاسل الجانبية للأحماض 
الأمينية فتكون الاستجابة قليلة لأحماض السيستتئينء الليسين والهيدروكسى 
لنشون: أبضنا يمكن للحمض الأمينى الواحد أن يعطى أكثر من 2621 بدلا من 
»لع واحد بسبب تكون مشتقات مختلفة . 


المشكلة الثالئنة 


تتمثل فى العينة نفسها 53152216 56) 01 7812111 . فمن النادر ما توجد عينة 
تحتوى فقط على أحماض أمينية ماعدا المخلوط القياسى للأحماض الأمينية. وقد " 
تتداخل مكونات العينة مع الجواهر المستخدمة لتقدير مشتقات الأحماض 
الأمينية» وبالتالى نحصل على نتائج غير دقيقة . 
سابعا: آلية فصل الأحماض الأمينية باستخدام المبادلات الآيونية 

ان استخدام المبادل الكاتيونى 6122861 020100 (طور ثابت) مع تغيير 
فى درجة حموضة 11]م المحلول المنظم (طور متحرك) فإنه يمكن فصل مدى 
واسع من الأحماض الأمينية» وهذه هى الفكرة الأساسية التى يعتمد عليها جهاز 
تحليل الأحماض الأمينية. 

وفيما يلى توضيح أكثر لكروماتوجرافيا التبادل الأيونى:- 


الحا 
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كروماتو جرافى التبادل الآيوني تطمرهتع0) مسدوسط ععصقطءعء-دده] 


يعتمد الأساس فى هذا النوع الكروماتوجرافى على الانجذاب 4]1:201108 ما 
بين الشحنات المتضادة فى الجزيئات؛: حيث نحتوى العديد من المواد الحيوية مثل 
الأحماض الأمينية والبروتينات على مجاميع قابلة للتأين 12316ه10. 

وفى الحقيقة أنها تحمل محصلة شحنات 23:86 غ716 إما موجبة أو سالبة» 
وتستخدم فى فصل مخاليط هذه المركبات. وتعتمد محصلة الشحنات لهذه 
المركبات على درجة حموضة محلول الوسط 11م وكذلك على نقطة التعادل 
الكهربى للمركب. ويوجد نوعان من المبادلات الايونية: 

مبادل كاتيوني مه02]1) ومبادل انيوني دونه . 

تحمل المبادلات الكاتيونية مجاميع محملة بشحنات سالبة؛ وبالتالى تتجذب 
الى الجزيكات التكتملة وتتحنة سوج . ويطلق فى يعن الأحكان على هذه 
المبادلات اسم المواد المبادلة لديو نات الحمضية -27216 ع212118:© 102 6012م 
5؛» حيث ان الشحنات السالبة لها تنتج من تاين المجموعات الحمضية. 
تنجذب المبادلات الانيونية التى تحتوى على شحنات موجبة إلى الجزيئات 
المحملة بشحنة سالبة. ويستخدم اصطلاح المواد المبادلة للآيونات القاعدية 
15 65012185 102 83512 حيث أن الشحنات الموجبة نائجة من تاين 
المجموعات القاعدية. 


توع المبادل المجاميع الفعالة صفة التأين للمبادل المبادل 
مبادل دوقي حمضى حامضية سالب كاتيونى 
مبادل أيونى قاعدى قاعدية موجب انيونى 
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توضع المبادلات الآيونية فى أعمدة لفصل مخاليط أيونية . وفى حالة وجود 
طور متحرك يحتوى على أيونات العينة الذى يمرخلال عمود يحتوى على 
مبادل أيونى فيحدث توزيع تنافسى للآايونات ما بين المبادل الايونى والطور 
المتحرك ويعتمد معدل تحرك الأيونات خلال العمود على تآلفها النسبى 
21112117 15212176 ويعتمد وقت الظهور ,1 فى التحاليل التى تعتمد على 
المبادل الأيونى على عدة عوامل تشمل:- 

١‏ - حجم ونوع الشحنة فى أيونات العينة. 

؟- درجة حموضة 1م الطور المتحرك. 

*- التركيز الكلى ونوع الايونات فى الطور المتحرك. 

5 - وجود مذيبات عضوية مثل الميتانول فى الطور المتحرك. 

- درجة حرارة العمود (درجة حرارة الأطوار الثابتة والمتحركة) . 

5- معدل سريان الطور المتحرك. 

والجدير بالذكر أن خاصيتى الاتعصضاضن: والتوزيع تلعب دورا جزيئا 50116 
54 فى الفصل باستخدام أعمدة المبادلات الآيونية . ولهذا فمن الصعب التنبؤ 
بسلوك أعمدة المتبادلات الآيونية فى بعض التحليلات؛ على العكس من 
الكروماتوجرافى السائل. 

وتتم آلية التبادل الآيونى عن طريق خمس نقاط واضحة وهى:- 

-١‏ الانتشار الايونى إلى سطح المتبادل. وتحدث هذه العملية بسرعة فى 

المحاليل المتجانسة. 
؟- الانتشار الأيونى خلال تركيب جسم ال 21311 المبادل إلى مواقع 
التبادل غ51 115018186 . وتعتمد هذه الخطوة على مدى الروابط العرضية 


هم 


الطرق الحديئة لتحليل الأحماض الأمينية وتقييم نوعية البروتين 
آج أذتتبب 2 ا ير بيت 


126 07055 للمبادل وتركيز المحلول وهذه العملية هى أساس التحكم 
فى مدى عملية التبادل الآيونى الكاملة بذاتها. 

1751]20- تبادل الآيونات عند موقع التبادل» تحدث هذه العملية فى الحال‎ -٠ 
ويتم خلالها الإتزان.‎ 22010517 


رمف ادع ممل©) 
٠ 5 *:‏ 4 
لخ للح حت لله نولم .. رووم 
ل يليك تالت اعومقطيت 
عاناع ءزمم 


0 
لمعنه قطعي» 


١‏ :81 لامي رمام 
+807 000 ... ررم حسس 0009 د - إن 0 ررم 


4 - انتشار الأيون الذى تم مبادلته 1701120860 خلال المتبادل إلى السطح. 


© - الذوبان الاختيارى 0650101108 561601196 بواسطة المذيب ثم انتشاره 
الى الفحلول الكا يجوب و تمد عملية الذويان الاختتارق اللعزىء الموتط 
على :الققيرات فى درحة حسوضية الوط والتركية الايوتى أو بزاشطة 
تالف الاستخلاص 11105اآء وات ]خ . 


-١-7‏ تحضير مواد التبادل الآيوني 


توجد عدة مواد مبادلة للأيونات 101-51 تجاريا تستخدم بنجاح 
فى فصل المواد الحيوية . وتحضر هذه المواد من الأستيرين مع ثنائى فينايل 
البنزين. ومركب عديد الاستيرين هو مركب عديد البلمرة» جزيئاته مرتبة فى 
خط مستقيم 0019/1265 117635 ويذوب فى العديد من المذيبات ويتكون نتيجة 
لتكثف الأستيرين مع ثنائى فينايل البنزين» جزيئات لها روابط عرضية هى التى ' 
تجعل الراتنج غير ذائب. 
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وتعتمد درجة تكوين الروابط العرضية 1121386 01055) على النسب المختلفة 
من ثنائى فينايل بنزين والأستيرين فاذا كانت نسبة المكون الأول أعلى من 
الأستيرين فانه يعطى مركب له روابط عرضية عالية. 

والراتنجات ذات الروابط العرضية القليلة تسمح بنفاذ 266201 الجزيئات 
ذات الوزن الجزيىء الكبير عن الراتنجات ذات الروابط العرضية الكثيرة . وعند 
أجراء السلفنة 52072211010م5101 للروابط العرضية لعديد اكد ين فإنه يعطى 
راتنج مسلفن 201(/519/5626 510101011260 مثل 50 10017 الذى هو متبادل 
حمضى قوى حيث تتأين مجموعة السلفونيك (11و50-) على ممدى واسع من 
درجة الحموصة 11م ماغدا درجة الحموضة المنخفضة جداً. ويحضر المبادل 
القاعدى القوى عن طريق تفاعل الروابط العرضية مع كلوروميثايل إيثر ثم 
تفاعل مجاميع الكلورو مع أمينات ثلاثية . والمجموعات- و(ج11©) -+11-,11[© 
17© تتأين على درجات حموضة واسعة ماعدا درجة حموضة وسط عالية. وتمتاز 
جميع المواد المبادلة بأن لها سعة تبادلية كلية 117ع2م2ء ع8 قمقطءءء 10181 
محددة»ء والتى تعرف بأنها عدد ملليمكافئات الآيونات القابلة للتبادل لكل جرام 
من المبادل أو لكل وحدة حجم من الراتنج الممتزج بالماء «زوع: 1190260 : 
وعلى ذلك فالسعة التبادلية للراتنج 680-54 .520 -810 تساوى ١,7‏ ملليمكافىء 
لكل سم" وللمبادل 52 <ع120م56 -108.15 له سعة تبادلية تساوى ١٠,5‏ 
ملليمكافىء لكل سم ٠,”‏ وفى بعض الأحيان يستخدم اصطلاح السعة المتاحة 
17ع36مه 573113016 للدلالة على السعة المتاحة لمركب معين مثل 
الهيموجلوبين» فالراتئج 25 :108818-5608306 له سعة متاحة للهيموجلوبين 
الراتنجات تختلف فيما بينهما تبعا: 
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112011 حجم الجسيم‎ - ١ 
: لات ورجنة الزرايظ العرسية‎ 


9- درجة السلفنة . 


تفي العمود بجزيئات صلبة من مادة سلفونات عديدة الأمستيريزة -51115110 
ع1 0198م 2316 سبق أتزانها 180111110121660 مع محلول صودا كاوية. وفى 
هذه الحالة نجد أن مجموعات حمض السلفونيك تكون محملة كاملا بكاتيون 
الصوديوم (*713). وهذه الصورة من الراتنج تعرف باسم الصورة الصوديومية 
0 5001111332 . ويمكن تحضير الراتنج فى الصورة الهيدروجينية 11705086 
20 عند غسيله بحمض. وتحدث عملية التبادل للاحماض الامينية كما فى 
المعادلات التالية: 

000131)-111)- “11+ “12ب -50-تنأة31 
1 
١18*‏ + 01115-00011)- 11ج 131211-50 
ومن ذلك يتضح أن فصل الأحماض الأمينية يعتمد بصفة عامة على: 
-١‏ إختلاف شحنات الأحماض الأمينية والذى يعتمد على قِيم ثوابت 
الانقسام (516) لاسلاسل الجانبية (18). 
؟- تفاعل السلاسل الجانبية الكارهة للماء الخاصة بالمبادل الايونى عديد 
الأستيرين مع الأحماض الأمينية. يضاف محلول حمضى (011-3.0) 
من خليط الأحماض الأمينية إلى الراتنج فى الصورة الصوديومية . وعند 
درجة الحموضة هذه فإن جميع الاحماض الامينية تحمل شحنة موجبة. 
أى لا يحدث تبادل ايونى ا وارتباط؛» فى حين تميل اللاحماض الامينية 
الكاتيونية 20105 31201020 020108) إلى أن تحل محل بعض أيو نات 


ل 
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الصوديوم الموجودة فى جزيئات الراتنج. وأن كمية الإحلال -1208م1215 
2161 تختلف بدرجة قليلة 5118141 بين الاأحماض الامينية المختلفة 
نظراً للاختلافات فى درجة التأيين : 
فعند درجة حموضة ” فإن أغلب الأحماض الأمينية القاعدية (ليسين- 
أرجنين- هستدين) ترتبط بقوة مع الراتنج بواسطة قوى الكتروستاتيكية؛ 
وتستخلص عند درجة حموضة ١١-15‏ . بينما أغلب الاحماض الامينية الحمضية 
(جلوتاميك- أسبارتيك) ترتبط بقوة ضعيفة فيحدث أحلال لها أولاً ثم يتبعها 
الأحماض الأمينية المتعادلة مثل الجليسين والفالين. 
وحيث أن درجة حموضة محلول الإحلال 50101108 108انا1:1 ترتفع 
تدريجياً وكذلك تركيز كلوريد الصوديوم؛ فان الأحماض الأمينية تتحرك إلى 
أسفل العموة معدلات مقتلفتة بحيث تكزن فى المقدمة الأحماطن الأمينية 
الحمضية ثم المتعادلة ثم القاعدية. ويمكن جمعها على هيئة أجزاء صغيرة كثيرة 
5 50211 'إ2130 والتى يجرى تقديرها كمياً بالتفاعل مع الننهيدرين. 
والشكل التالى (صفحتى )١١١1١١١١‏ يبين تتابع فصل الاحماض الامينية. 
من المعروف أن بعض الأحماض الأمينية تحمل شحنة سالبة (حامضية) 
والبعض الآخر يحمل شحنة موجبة (قاعدية) وأن درجة حموضة الوسط تلعب 
دورا هاما فى اختلاف الشحنات على جزيئات الأحماض الأمينية- وفى حالة 
سل الأحفاطن الأعنيتنة بواشيقلة الفياذل الأيوتي حدة لماص عقن 1 
0 761511 على جسم صلب 1131512 مشحون (المتبادل الأيونى 10 
17 وتوجد بين الأحهاطن الأميفنة والجسم الصلب اختلافات فى قوة 
الإدمضامن هيك متسامى 111116 يعض الأحماكن الأميئية سسرعة والعكرن 
الآخر ببطء معتمدة على عدد الشحنات المتاحة فى الأحماض الأمينية والجسم 
المختلف فى نوع الشحنة. 


-١‏ فصل الاحماض الامينية الحامضية 
و الهيدروكسيلية 
؟- فصل الأحماض الأمينية القاعدية 0.27 , عاه داك 23 , 13.25آم 
0.3511 , عثهماه ,28 115م ؟- فصل الأحماض الامينية المتعادلة 
و الكبريتية و الحلقية ممع 
سن 0.210 , عنوساء ولط , 4.25 1آم 
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الكروماتوجرام التالى يبين تتابع فصل الأحماض الأمينية وبعض 
المركبات الأمينية الموجودة عادة فى السوائل الحيوية بإستخدام محاليل 
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كروماتوجرافيا التبادل الأيوني 
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وفى حاألة الإدمصاص العكسى 17250700108 فإن أيونات الطور المتحرك 
تتنافى مع الأحماض الأمينية فى العينة المدمصة على الجسم الصلب المخالف 
فى نوع التتحقة أوابمعفى أخورن مكرنات الجينة الترسطلة على الجسم لبلب 
تتبادل مع أيونات الطور المتحرك الذى له نفس نوع الشحنة- تتم عملية 
الإدمصاص العكسى بالإستخلاص من نوع ايزوكراتيك 150012112 أى يستخدم 
طور متحرك ذو تركيب ثابت أثناء التحليل أو بطريقة أخرى أكثر شيوعا وهى 
الإستخلاص المتدرج 005ناا6 07201606 أى يتغير تركيب الطور المتحرك أثناء 
الفصل وهذه الطريقة لا غنى عنها 1201506058516 لفصل العينات الحيوية 
المعقدة . 

والجدير بالذكر إن معظم المتبادلات الأيونيه يمكن إستخدامها مرة أخرى 
01ة5ناء] بعملية الإسترجاع 1168606100108 أى التخلص من الايونات 
المرتبطة اى يجرى استبدالها لإستعادة 11651016 الظروف لفصل اخر. وتجرى 
عملية الإسترجاع بواسطة محاليل منظمة ذات تركيز عالى ويلى عملية 
الإسترجاع اتزان للعمود 1102ا1: 6010111 001101211) بإمرار المحلول المنظم الاول 
خلال العمود المسترجع. 
امنا: جهاز تحليل الأحماض الأمينية 21 :زآقمة 2010 0متدرة 

تقدر الأحماض الأمينية وصفياً وكمياً باستخدام عمود يحتوى على راتنج 
التبادل الايونى ويمرر خلاله الطور المتحرك حاملاً معه الاحماض الأمينية 
المفصولة كل على حدة ثم يتفاعل مع الننهيدرين ويتكون معقد لونى . والجهاز 
يعتمد أساساً على ضخ 21011060 محاليل منظمة تختلف فى درجة حموضتها أو 
قوتها الايونية 5]56118]1 ©1021 خلال عمودد الراتنج 0110121ء 15517 المزود 
بترموستات لضبط درجة حرارته. وقد حدث تطور فى الجهاز باستخدام راتنجات 
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ذات نوعية عالية ونظام للحقن الآلى» مع أنظمة للكشف ذات حساسية عالية. 
وهذا أدى إلى تقليل وقت التحليل من أيام إلى ساعات. بالإضافة إلى تقديرها 
كمياً حتى وإن كان تركيز الأحماض الأمينية أقل من 7٠١‏ مولر. 
الشكل التخطيطى التالى يبين أجزاء جهاز تحليل الأحماض الأمينية وهى:- 
١‏ - محاليل منظمة ذات درجة حموضة مختلفة عادة يستخدم ثلاث محاليل 
منظمة "276١‏ لها درجة حموصضة 2,235,755 54,75: 5,78 على التوالى 
وَتعَمِن كظون متحرك لاجلا ل :الا حماصن الأمينية: 
؟- مضخة لدفع المحاليل المنظمة داخل العمود م1انام 11©1نا8 . 
'- وسيلة لحقن العينة 12[66©41025 5011216 . 
4 - عمود راتنج وبه وسيلة لضبط وثبات درجة حرارة الفصل ([اوعكآ 
01110 . 
- مضخة لدفع الجوهر الكشاف ننهيدرين مانام 1101لا . 
5- حمام زيتى 01[1© 100اعوع1 . 
- خلية لتقدير الكتثافه اللونية للمحلول ااء© 1101 عند الطولين الموجين 
و50 نانوميتر. 
- مسجل أو حأاسب الى ]عنام 0012 . 
يتم الففصل داخل عمود يحتوى على مبادل كاتيونى قوى مثل 
(1510 ع2مع1(إ]5/إ01م 1002160م5111) والذى له طبيعة تبادل انيونى قوى 
( 50-)» وعند درجة الحموضة المنخفضة تحمل جميع اللاحماض الامينية شحنة 
موجبة وتنجذب إلى المجاميع السلفونية المحملة بالشحنة السالبة. 
عند رفع درجة حموطة المحلول المنظم (الطور المتحرك) الذى يمرخلال 
العمود فإنه يحل 121116 اللاحماض الامينية بمعدللات مختلفة حيث تنفصل 
الأحماض الأمينية بالتتابع على أساس قيم ال 21 لكل واحد منها. فعند درجة 11م 


05 


الطرق الحديئة لتحليل الأحماض الأمينية وتقييم نوعية البروتين 


5 (درجة حموضة الوسط التى يبدأ عندها الفصل) نجد أن الأحماض الأمينية 
التى تحتوى على مجموعة حامضية (0011©-) زائدة فى سلاسلها الجانبية لها 
تآلف قليل جداً مع المبادل وبالتالى هى أول الأحماض التى تخرج من العمود. 
عند نفس درجة حموضة الوسط المنخفضة )١,5(‏ نجد أن الأحماض الأمينية 
التى تحتوى فى سلاسلها الجانبية مجموعات قابلة للتأين والتى تحمل شحنة 
موجبة مثل الليسين والهستدين ترتبط بقوة مع المبادل وتستخلص فقط من العمود . 
عندما ترتفع درجة حموضة الوسط بدرجة كبيرة حيث تنخفض شحناتها 
الموجبة . يمتزج المحلول الخارج من العمود الننهيدرين (الجوهر الكشاف) ويسخن 
الخليط 11110614 (محلول الحمض الأمينى المفصول ومحلول الننهيدرين) على 
درجة 5١٠7م‏ حيث يظهر لون تقاس شدته عند الطولين الموجبين 0٠7١‏ و٠١44‏ 
نانوميتر. 
ملخص لطريقة الفصل 
-١‏ يحقن خليط قياسى من الأحماض الأمينية وبعد إنتهاء التحليل يظهر 
تقرير يبين عدد الأحماس الأمينية القياسية ,؟1 لكل حمض شوك 
ومساحات ال 76315 المقابلة للاحماض الامينية. 
؟- يزود الحاسب الآلى بال ,1 لكل حامض امينى فياسى وتركيزه . 
7- يحسب أليا معامل الاستجابة 12101 196500156 
بقسمة التركيز + المساحة لكل حامض أمينى 
"11 ح 212 / ]1011م 
تحقن العينة - يقوم الحاسب الالى اوتوماتيكيا بكتابة تقرير يبين فيه اسم 
الحمض الأمينى (من المعلومات السابق تغذيته بها)» ال ,1 التركيز بال 511 
حيث تضرب المساحة فى معامل الاستجابة لكل حمض أمينى. 
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4- يحول تركيز الحمض الأمينى من 514 الى 28 بالضرب فى الوزن 
5- يحسب تركيز الحمضص الأمينى على أساين / 116 ل نوع آخر للدلالة 
على التركيز. يجب الأخذ فى الاعتبار أى تخفيف أجرى أثناء التحليل. 
١-4‏ ملاحظات عامة عن فصل الأحماض الأمينية 
العمسود مددصنآ0) 
من المعروف أن قاعدة ال 26816 تتناسب طردياً مع الجذر التربيعى لطول 
العمرذ: فاق الأعمّدة المبتتخدمة المصترصة من الصلب غير :القائل للضهدا والني 
طولها ٠١‏ سم ومعبدأة بمبادل كاتيونى قوى تعطى 26215 ذات قواعد ضيقة؛ 
وقيم عالية لارتفاع ال 2621: أى تفصل بوضوح الأحماض الأمينية ذات 
التركيب الكيميائى المتقارب. 


المحاليل امنظمة ؟نء11نا8 

يجب إمرار تيار من النيتروجين لمنع وجود فقاقيع فى المحاليل المنظمة أثناء 
سريانهاء ويجب أن يكون التركيب ودرجة حموضة الوسط مضبوطة إلى ,٠ ٠١‏ 
مول/ لتر و١١‏ , وحدة 11م. وفى حالة الأجهزة التى يستخدم فيها عمود واحد 
0 51181 فإن تتابع الفصل يعتمد على سلسلة من المحاليل المنظمة والتى 
ترتفع فيها درجة حموضة الوسط عن درجة حموضة محلول البداية (7,؟). 
وتستخدم سترات صوديوم أو سترات الليثيوم مصحوبة بمنظف صناعى [8:1) 
(35 ومادة مضادة للأكسدة (01ع!ع181001) ومادة حافظة (حامض 
الكابريليك) ويستخدم الاحلال المرحلى 101108© 3566216156 وفيها تدفع المحاليل 
المنظمة خلال العمود لفترات مختلفة بالاعتماد على نوعية الأحماض الأمينية 
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المزاذ فصلها::والمحاليل المنظمة الفتتتخدمة ليا فرجات 11م مقن 6 
#58 اتسواء تقر كيز اك مولارية كائكة أ مشعيرة لفصل الأكماسن الأمينية 
الحمضية والمتعادله والقاعديه . 


درجة الحسرارة 1:20 مصمع1 

يجب أن تكون درجة حرارة المبادل داخل العمود ثابتة حتى يمكن التغلب 
عَنَىَ القتشيرات فى :درجة ال811 للمخاليل المنظمة وأيضًا تأيْن الأحتماضن 
الأمينية. وبصفة عامة فإن زيادة درجة الحرارة تؤدى إلى سرعة الاحلال وإلى 
تغير نسبى فى موضع الحمضى الأمينى الذى يجرى احلاله وبالتالى يؤدى الى 
صعوبة تفسير النتائج. وعادة درجة الحرارة المختارة هى 5١‏ م ومع ذلك فان 
درجات الحرارة الأقل من ذلك تكون مطلوبة فى بعض الأحيان لفصل الأحماض 
الأمينية المتقاربة فى التركيب الكيميائى. 


معدل السريان 266 +1107 مداه ) 

يتطلب الفصل الناجح والحصول على نتائج متطابقة بتكرار التقدير أن يكون 
معدل سريان المحلول المنظم ثابتاً باستخدام ضغط ثابت أو مضخة دفع ثابتة. 
ويصمم هذا النوع من المضخات بأن تدفع المحاليل المنظمة بمعدل ثابت. ويعتمد 
اختيار معدل السريان على أساس نوع المبادل الكاتيونى وأبعاد العمود. 
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تحضير العينسة 24100 مورع"م عامتديدك 

يختلف حجم العينة المحقون داخل العمود على حسب أنواع الأجهزة المتوافرة 
تجارياً. ففى حالة الأجهزة القديمة يتطلب حجم كبير من العينة ١(‏ مل) نظراً 
لحساسيتها القليلة. وفى حالة الأجهزة الحديثة تحقن حجوم قليلة» عادة ٠ه‏ 
ميكرولتر اوأقل. ويجب معرفة ان تحضير العينة المضبوط يؤدى إلى الحصول 
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على نتائج متطابقة وهذا يعتمد على طبيعة العينة ومكوناتها. ويجب أن يكون 
محلول العينة المحقون نظيفا خال من البروتينات والجزيئات الاخرى الكبيرة. 
وفى حالة الفشل للوصول إلى هذه المتطلبات فإنه يؤدى إلى إنسداد الفلتر 1616 
الموجود أعلى عمود المبادل الكاتيونى» وبالتالى يصبح من الضرورى التخلص 
من المَنَادل وتفظيق وإعنادة تيبكة العسوة. مرة أخرئ»وهئ خطوات شنافة. 
وبصفة عامة فإن العينات السائلة 1101010 يلزم لها فقط عملية ترشيح أو طرد 
مركزى ولإزالة البروتينات 70]610712201052م106 فإنه يلزم ترسيبها بواسطة 
حمض البكريك أو حمض سلفوساليسيليك أو باستخدام (الفرز الغشائى) 72131(515 ٠‏ 
أو الترشيح الفوقى. وفى حالة العينات الصلبة 50114 مثل الأنسجة النباتية أو 
الصيوانية أر الأطعفة قانه يتظلب القجاتئ فى الاستشلا صن والتنخلص من 
البروتينات. وفى حالة الببتيدات والبروتينات فانه يلزم إجراء التحليل المائى . 


أولا: للحصول على الأحماض الأمينية الحرة. 

يجب عند حقن العينة أن تكون مذابة فى محلول منظم ذو درجة حموضة 
1 قبل بدأ فصل الأحماض الأمينية» وبعد عملية فصل واحلال جميع 
الاأحماض الامينية فإنه يلزم إجراء عملية إسترجاع 165626212]1008 للمبادل 
الكاتيونى قبل حقن العينة التالية بإمرار محلول صودا كاوية ذو درجة حموضة 
٠‏ . وفى الأجهزة الحديثة فإنه يتم الحقن آليا بعد تمام تحليل العينة السابقة وضخ 


المحلول المنظم من البداية للعينة التالية . 
الكشف (0وناءهع)ء(1 


تعمل المضخة الثانية بالجهاز على ضخ معدل ثابت من الجوهر الكشاف 
ليقابل المحلول الخارج من العمود؛ وعند تمام التفاعل فانه تقاس الكثافة اللونية 
باستخدام خلية 0611© 11018 بواسطة جهاز تقدير الألوان و قياس الفلورة -1*110 
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6161 . وعادة يستخدم الجوهر الكشاف الننهيدرين بعد أن يمر على ملف 
يسخن فى حمام زيتى على درجة م أ ويتكين الاجتجسامن على طولين 
موجيين 572١‏ و 45١٠‏ نانوميتر للاحماض الامينية والايمينية على التوالى. يذاب ٠‏ 
الننهيدرين فى ايثيلين جليكول (خال من البيروكسيدات) وأحادى ميثايل إير 
(ميثايل سيليلوسولف 0611010501976 1/ا14611) باستخدام محلول منظم الخلات 
عند درجة حموضة 5,5. ويمرر تيار من النيتروجين أثناء تحضير الجوهر 
الكشاف للتخلص من الهواء» وتضاف كمية قليلة من مادة مختزلة مثل كلوريد 
القميكووز أو كلوريد التيتانوس 01101106 1113110115 بحيث تكفى لتكوين كمية 
معينة من الننهيدرين المختزل. ويكون لون الجوهر الكشاف ذو لون أصفر فاتخ, 
ويجب تخزينه فى زجاجة بنية وتحت ضغط من النيتروجين نظرا لأن 
الننهيدرين حساس للضوء والأكسجين. 

يحتاج تفاعل الننهيدرين إلى حرارة ولذلك يمر خليط المحلول الخارج من 
العمود وجوهر الننهيدرين خلال ملف 0011) 120361105 من التفلون ذو قطر 
صغير ١(‏ مم) ويظل على درجة حرارة ١٠٠7م‏ فى حمام زيتى. ويجب التأكد 
من ان السريان غير معاق» حيث ان الحرارة الزائدة تؤدى الى ترسيب الننهيدرين 
فى الملف ذو القطر الضيق مما يؤدى إلى اغلاق الجهاز تماما ©ع28م5]00. 

وهناك بعض الأجهزة الحديثة تعتمد على استخدام تفاعل الفيثالدهيد» وهو 
يشابه تقريباً تفاعل الننهيدرين فى كثير من الأحوال. فمثلا الجوهر الكشاف 
الفيثالدهيد ثابت وهو يذوب فى الماء وبالتالى يمكن الاستغناء عن الكيماويات 
السامة مثل التى تستخدم فى تحضير الننهيدرين؛ كما لا يحتاج الأمر إلى 
التخزين فى جو من النيتروجين. ونظراً لأن تفاعل الفيثالدهيد يحدث بسرعة عند 
درجة حرارة الغرفة فإن الأمرلا يحتاج إلى التسخين على درجة ١٠٠7م‏ فى 
الحمام الزيتى وبالتالى يمكن التغلب على المشاكل المتعلقة بهذه النقطة. ونظراً 
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لزيادة الحساسية باستخدام تفاعل الفيتالدهيد» فإنه يمكن الكشف عن تركيزات من 
الأحماض الأمينية تصل إلى البيكومول 701معام )١١-١٠١(‏ . 


/-2- تقدير الأحماض الأمينية كميا 155)ة)ناصم01) 


تشكلفت كفافة الوق أو القلورة الناقفدة مرق ميل راح شن العمطن الأميتى 
اختلافا قليلا جداً تبعاً لنوعية الأحماض الأمينية . ولهذا ينتج عن حقن مخلوط 
من الأحماض الأمينية الذى يحتوى على تركيزات متساوية من كل حمض 
أمينى ( 7٠٠١‏ نانومول/ مل) مساحات متساوية من ال 2[5هع2. 


يجب استخدام مادة قياسية داخلية 503008210 10167221 لكل عملية تحليل» 
وهذه المادة هى عبارة عن حمض أمينى غير موجود فى العينة التى يجرى 
تحليلها. فمثلا عند تحليل عينة بلازما الدم يستخدم نورليوليسين أو ألفا أمينو بيتا 
جوانيدينو حمض البيوتيريك كمواد قياسية داخلية ويجب أن تضاف بتركيز معلوم 
إلى العينة قبل تجهيزها وتحليلها. وعند معرفة كمية المادة القياسية فإنه يمكن 
معرفة تركيز الأحماض الأمينية فى العينة عن طريق معرفة مساحات ال 76215 
للمادة القياسية والعينة. وفى هذه الطريقة يمكن التغلب على المشاكل التى تنشأ 
من فقد كمية من العينة أثناء التحضير. وكذلك اختلاف الكثافة اللونية للمحاليل 
المحضرة مثل الننهيدرين وكذلك التغيرات فى ظروف التحليل. 

ويمكن حقن خليط من الأحماض الأمينية معلوم تركيز كل حمض أمينى كل 
على حدة (513820350 185165028[1) ومنه يمكن حساب كمية أى حمض اميق فى 
العينة من الحسابات التالية:- 
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أولاً: استتخدام محلول خليط الأحماض الأمينية القياسية 
عند حقن كمية معلومة من هذا الخليط فإنه يمكن استنتاج حسابياً معامل 


الاستجابة (151) 136101 01756م165 لكل حمض أمينى بمعرفة تركيز الحممضص 
ومساحة ال علهعم الخاص به. 


معامل الاستجابة 1817) - التركيز + مساحة ال عله©6م 


انيا: يعرف تركيز الحامض الأميني بعد حقن العينة من المعادله التالية:- 


التركيز - مساحة ال 2316© < معامل الاستجابة . 


وقد 
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تاسعاً: تطبيقات عامة على تحليل الأحماض الأمينية 11220105 نم4 
1-5: استخدام تركيب الأحماض الأمينية لتتبع نضح البذور 


المثال التالى يبين تركيب الأحماض الأمينية لبذور الفلفل فى تتبع مراحل 
نضج قرون الفلفل (أخضر- خضر مخطط بلون أحمر- أحمر) . 


أيزوليوسين 
ليوسين 
تيروزين 
فينايل آلانين 
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يظهر هذا الجدول زيادة فى كميات الأحماض الأمينية لبذور الفلفل خلال 
فترات النضج وبصفة خاصة أحماض الأرجنين والجلوتاميك مما يبين أهمية 
هذين الحمضين فى تكوين بعض الأحماض الأمينية الأخرى بالإضافة الى 
تكوين حماسن النيكلوتيدية وبعض القواعد الأميدية (1982 .له باع عمنةط). 
؟-1- استخدام تركيب الأحماض الأمينية في تمبيز ال جنس 

يبين المثال التالى تركيب الأحماض الأمينية فى أوراق نباتى الباباظ 
وَالْحُوجو ا المذكرة والمؤئكة: 


أوراق نبات الجوجوبا أوراق نبات الباباظ 
: 
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تظهر النتائج السابقة أن أوراق نبات الجوجوبا المؤنثة تتميز بوجود حمض 
السستين وغياب الأرجنين بالمقارنة بأوراق الجوجوبا المذكرة بينما أوراق الباباظ 
المؤنثة تتميز يوجود أحماض السستين والفالين التى لا توجد فى أوراق النباتات 
المذكرة وبصفة عامة فان الأوراق المؤنثة فى النباتين تحتوى على كميات أكبر 
من الأحماض الأمينية الموجودة بالأوراق المذكرة (1987 ..31 .]6 تههءة]) . 


6-؟- الكشف عن تلوث الطعام بالسموم الفطرية 

إخ اسدواء الأطعمة عل مكرناتة فظرية نبي مخاطن على صضحة الانسان 
ذتيجة لوجود السموم الفظرية: توجكا طريقة لمعزفة .وجوك الغطريات :وه ,طريقة 
هاورد للعد الميكروسكوبى 0001126 38001011 1130350 إلا أن هذه الطريقة تحتاج 
إلى تدريب خاص وخبرة فى إستخدام الميكروسكوب وحديثا وضعت طرق 
تحليلية تعتمد على تقدير الشيتين 1]12ط0) الذى هو متبلمر من 1/اع4-11-20, 5-1 
1110 عصتطة ءع5م16ااع ومن اروف أن مركب الشيتين هو أحد مكونات 
الجدار الخلوى للفطر وعلى ذلك يمكن استخدام هذا المركب كدليل :1020123]0 
على التلوث الفطرى فعند إجراء التحليل المائى الحامضى للشيتين فإنه ينتج 
جلوكوزامين الذى يمكن بسهولة الكشف عنه وتقديره كميا بواسطة جهاز تحليل 
الأحماض الامينية كما فى الكروماتوجرام بصفحة )١١7(‏ . 

والطريقة المثلى للحصول على أعلى تركيزمن الجلوكوز أمين هو إجراء تحليل 
مائى للعينة نحت مكثف عاكس بإستخدام 5 ع حمض هيدر وكلوريك لمدة 6-7 
ساعات على درجة 37١١‏ م- ووجدت علاقة خطية بين كمية الفطر وتركيز 
الجلوكوز 00 (1984 ,لهاع مأكنا00) . 
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(كروماتوجرام يبين عينة طماطم ملوثة بفطر) 


4->- التقبيم الغذائي لبعض البذور 5لعه؟ والنقل كانام 

يتم هذا التفييم عن طريق استخدام المقياس الكيميائى ع5205 221221ع01) 
كدليل على القيمة الغذائية للبروتين 2111 1011110221. 

يتم ذلك بمقارنة نموذج 22:65 الأحماض الأمينية الأساسية 555601181 
بعد التحليل المائى لعينة الطعام بنموذج الأحماض الأمينية اللازم لاحتياج 
الإنسان الحقيقى 2660 121010202 18621 والذى يسمى النموذج المرجعى أو المثالى 
0 266ء16161 01 11631 مثل لبن الإنسان وبروتين البيض. 


١” 1/ 
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ويحسب المقياس الكيميائى على أساس أنه النسبة بين تركيز الحمض الأمينى 
المحدد فى العينة إلى تركيز الحامض الأمينى المقابل له فى البروتين المرجعى 
(مجم حمض أمينى/ جرام بروتين) ثم الضرب فى .٠٠١‏ 
لذلك يتبع الخطوات التالية لحساب المقياس الكيميائى. 
اأجيضتات تزكية الحتضن الأمكى الاساسى كان نال مجو جم بروتية 
العينة ويعطي له الرمز(3) 
(2) طاعامم ع[ممتدد ع 1 /10ع2 مض1الطنة عتلا 
؟ - قسمة (3) على تركيز الحمض الأمينى القياسى المقابل له فى البروتين 
المرجعى. 
ما 210 212120 ع10 /صاع10م م5221 م1 210 مصلحج علد 
طاع ]0م عمرعزعاع] 
*- يعين الحمض الأمينى المحدد (اللازم لتخليق البروتينات) وهو الذى 
يوجد باقل نسبة بالمقارنة بجميع نسب الاحماض الاساسية. 
4- يحسب المقياس الكيميائى للدلالة على القيمة الغذائية للبروتين بضرب 
تركيز الحماض الأمينى المحدد ا .٠٠١‏ 
وبعبارة أخرى فإن الحمض الأمينى الذى به نقص 1061101686 عن احتياج 
الإنسان هو الحمض الموجود بتركيز أقل من الحمض الأمينى المناظر الموجود فى 
البروتين المرجعى ويسمى الحمض الأمينى الناقص 2010 2112120 1061121604 . 
الخمض الامينى الذى يوجد بأقل نسبة يسمى الحمض الأمينى المحددع5 )115:1 
4 0هنتضطة؛ أى عند قسمة تركيزات جميع الأحماض الأمينية الأساسية فى 
العينة على التركيزات المقابلة من الاحماض الامينية فى البروتين المرجعى فإن 
أقل نسبة لحمض أمينى معين هو الحمض الأمينى المحدد. 


١18 
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لتعيين الأحماض الأمينية التى يقل تركيزها عن الأحماض الأمينية فى 
البروتين المرجعى (الناقصة 6«4ن165-0) والأحماض الأمينية المحددة ثم 
(0.5)) »مء5 لهءنتوعط0) فى بروتين فول الصويا والقمح يتبع الخطوات 
التالية :- 

- يقسم تركيز كل حمض أمينى فى العينة على تركيز الحمض المقابل فى 
البروتين القياسى 140», يتبين ان اقل نسبة هى (55 +5) ١,87‏ لمجموع 
الحمضين الأمينين سستئين ومثيونين فى بروتين فول الصويا وبالتالى يعتبر 
هذان الحمضان هما العأملان المحددان» وان 0.5 هو؟8 )٠٠١ *< ١,85(‏ 
لبروتين فول الصويا. ولا توجد احماض أمينية ناقصة )غ1061121260؛ اى التى 
يكون تركيزها أقل عن التركيز المقابل فى الأحماض الأمينية للبروتين المرجعى. 


تركير الأحماض الأمينية الأساسية لبعض البروتينات (مجم/ م بروتين) 








الطرق الحديثة لتحليل الأحماض الأمينية وتقييم نوعية البروتين 


- وبنفس الطريقة فى حالة القمح يتبين أن الحمض الأمينى ليسين هو المحدد 

وأن ال 5.© لبروتين القمح هو (7” + 55 * )٠٠١‏ 58 وأن الأحماض الأمينية 

الناقصة 126101654 هى التريونين» فالين» ايزوليسين هذا بالإضافة الى الليسين. 

وطبقًا لتقارير الهيئات العلمية العالمية الخاصة بالتغذية والصحة (97110/7820) 

فإن تركيز كل حمض أمينى أساسى (جم حمض أمينى أساسى/ ٠٠١‏ جم 
بروتين) اللازم لتغذية الإنسان هى كما يلى:- 


الحامض الأمينى الأساسى التركيز (مج/ جم بروتين) 9 التركيز (جم/ ٠٠١‏ جم بروتين) 


ليسين مه هبه 
ميثيونين + سستئين دالا نكن 
ثريونين 0 031 ٠‏ ع 
أيزوليوسين 5 1 
ليوسين 7“ 7 
فالين 66 درةه 
فينايل الآنين + تيروزين 1 3 
تريتوفان ل 0 
هستدين 5" امك 


والمثال التالى يبين أيضا كيفية معرفة الأحماض الأمينية المحددة والمقياس 
الكيميائى للبروتين فى نباتى الحمص والفول. 
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أولا: تركيب الأحماض الأمينية (جم/ ٠٠١‏ جم بروتين) فى نباتى الفول والحمص. 


عر 
1 5[ 

















تمثل النسبة 5/8 خارج قسمة تركيز الحمض الأمينى فى العينة على تركيز الحمض 
الأمينى المقابل فى البروتين المرجعى. 
تمثل الحروف أ ب» ج الأحماض الأمينية المحددة الأولى والثانية والثالثة على التوالى 


تدل العلامة * على الحمض الأمينى الأساسى. 








دين 
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ثانيً: تعيين الأحماض الأمينية المحددة والمقياس البروتينى لبعض البقوليات 


الأحماض الأمينية المحددة 





وهناك مقياس آخر لمعرفة القيمة الغذائية لأى مادة غذائية وهو مقارنة كمية 
كل كسمن اميت أسنانس (يق] متنويا :الى الكمدة الكلية للا خناضن الأميقدة 
الأساسية (1) أى النسبة 8:5 . 


0-9 تقييم بروتين الأغذية راتلددن متءعاوعم 0م10 4ه ممتمسلة]1 

يعتمد هذا التقييم على مقياس الحمض الأمينى 5001 2010 41111110 ( يعتمد 
على كمية حمض أمينى واحد وهو الحمض الأمينى المحدد) ويؤخذ فى الاعتبار 
معامل تصحيح وهو الهضم الحقيقى للبروتين '(01825]21[11 عنانا ماعامءط 
الذى يقدر بطريقة ميزان الفأر 21322 1126 . 

ولتقييم كمية الأحماض الأمينية المناسبة '[030او406 فى أغذية الأطفال 
فإنه تستخدم طريقة تعتمد على نوعية وكمية البرونين» ولذلك يستخدم اصطلاح 
معدل الحمضص الأمينى 8 2010 4112100 وهو يستنتج من حاصل ضرب 
مُقيا الحمطن الأميتى:* النسَة المقوية كما ف المعادلة 


لدعا[ 100/ع) طاعام1م ع عرمع؟ 310 ملاسم - ع0ن 12 210 ملتسم 


ضا جججج2 022222522222222 1 
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ويستنتج اصطلاح آخر وهو معدل الحمض الأمينى النسبى لتقدير مدى 
نوعية أغذية الأطفال من المعادلة التالية:- 
- 131135 2610 مصلطلة ع نوات ]ا 
0 2 101121112 أوع] 01 2128 2210 مللتتك 


علللما لنقستناط 01 عصغق؟ 10ع2 ملتمدم 


يبين المثال فى صفحة ١١14‏ كيفية حساب المقياس الكيميائى ومعدل الحمض 
الأمينى فى عينتين (مسحوق 2١‏ ؟ وسائل ١؟)‏ . 


7-9 تأثير التركيب الفراغى للأحماض الأمينية على القيمة الغذائية للبروتين 

من المعروف أن كل حمض أمينى يحتوى على ذرة كربون غير متناسقة 
©2591212]51 وبالتالى فانه يوجد فى صورتين متشابهتين وهما اليسارية (1آ) 
واليمينية (0) وتسمى 18232]1053665 وبصفة عامة فإن الأحماض الأمينية 
اليسارية تتحد مع بعض وتكون ببتيدات وبروتينات لها خواص تركيبية ووظيفية 
عن طريق انزيمات البلمرة- تتحول الأحماض الأمينية اليسارية الى اليمينية 
تحت ظروف تصنيع الغذاء وبصفة خاصة تحت تأثير الحرارة والوسط القلوى 
0 2011 41111110 وكذلك بواسطة إنزيمات بعض الكائنات الدقيقة 
مثل إنزيمات الأكسدة 5 2»)» نقل مجمو عة الأمين 5ع1235أتتدقصةء1 : 
إنزيمات التشابه 5ع©12061708- ويلاحظ أن البروتينات التى تعتوى على 


الأحماض الأمينية اليسارية- كما أن نواتج التحليل المائى للبروتينات اليمينية 
تقلل من قيمتها الغذائية 010831169 0]41110221ال! وأيضا من سلامة وأفاق الطعام 
/إ)531 1000 حيث تتكون مركبات غير قابلة للتمثيل الغذائى -720120]25801122 
1-2-0 ,.1-©, ,-2 1ط وهذه الروابط غير قابلة جزئيا أو كليا للتحلل بإنزيمات 


رضن 
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(هلم) عهن ممأنقمع كز 


فصل متشابهات الأحماض الأمينية بعد تحويلها إلى مشتقات الدانسيل ويلاحظ أن وقت 
ظهور المتشابه اليمينى أقل من المتشابه اليسارى للحمض الأمينى (1999 ..21 ]6 308©). 





١5ه‎ 
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التحليل المائى للبروتينات العادية ونتيجة لوجود أجهزة ©6 ,1181.0 وأعمدة لها 
القدرة على فصل المتشابهات 001005705 1:1181© أمكن فصل المتشابهات اليمينية 
عن اليسارية للأحماض الأمينية- والكروماتوجرام فى صفحة ١5‏ يوضح تتابع 
قضل)/نتشانيات الأحماسن الاميقية: 
5- 7- دراسة تأثير المعاملات الصناعية على القيمة الغذائية للبروتين 
تؤدى المعاملات التكنولوجية (الحفظ- التخزين- الأضافات الغذائية) الى:- 
-١‏ تكسير الأحماض الأمينية الحرة أو المرتبطة (البروتين) وتصبح مركبات 
غير مناسبة غذائيا (مثل تكسير السستئين والميثيونين) . 
؟- تكوين جزيئات معقدة لا تمتص فى الأمعاء مثل مركبات ميلارد -7/1211 
الناتجة من تفاعل الليسين مع السكرات المختزلة. 
؟- يحدث تغيير فى نوعية ونمط 23]]613 الأحماض الأمينية وهذا يظهر 
عند مقارنة التركيب قبل وبعد المعاملات التالية:- 
"- المعاملة الحرارية مثل (التجفيف والتعقيم) . 
5 - الخبيز (طحن وتحميص 1]]025015285) . 
5- المعاملة بالقلوى لتنقية البروتينات لتحسين خاصية ذوبانها أو تكسير 
المواد السامة. 
ك- التخمر. 
7- إستخدام مواد إضافية مثل الكبريتيت 11106ئا وفوق أكسيد الهيدروجين.. 


الخ. 


لحرن 


الطرق الحديثة لتحليل الأحماض الأمينية وتقييم نوعية البروتين 
4--: الكشف عن غش الأغذية 
)١‏ استخدام الأحماض الأمينية الحرة 
أ- العصائر 
تحتوى كل عصائر الفاكهة على نموذج محدد يبين نوعية وتركيز الأحماض 
الأمينية. وللتأكد من نقاوة ومصدر العصير يجب مقارنة قيم الأحماض الأمينية 
فى العصير بقيم الأحماض الأمينية القياسية. 


ب - منتجات اللحسوم 

8- استخدام خليط من الأحماض الأمينية القياسية ومقارنتها بنوعية 
الاحماض الامينية فى اللحم معرفة نسبة الجلوتامات المضافة إلى اللحم 
لتحسين مذاقه. 

1- الكشف عن إضافة لحم الدواجن إلى منتجات اللحوم الحمراء معتمدا على 
نسبة ثنائى الببتيد 12010 010601106 : انسرين/ كارنوسين 


(عستوم ةن / عستوعودم) 


؟) استخدام الأحماض الأمينية الكلية 


أ- فى الخمور 781065 

يظهر من نموذج الأحماض الأمينية بعد التحليل المائى للخمور التى من 
مصدر موثوق 051812 06111160) نوعية العنب المستخدم من هذا المصدر. 
ولمعرفة النسبة المئوية لاحتمال وجود خمر من مصدر أخرء فإنه تقارن قيم 
الاحماض الامينية النسبية بالاحماض الامينية المكونة لمصدر خمر قياسى 


معدلا . 


١ 
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النسب الئوية لبعض الأحماض الأمينية فى بعض عصائر الفاكهة 
شى ثر الفاكههة 





يظهر هذا الجدول إختلاف واضح فى كمية كل حمض أمينى تبعا لنوعية عصير الفاكهة 


الطرق الحديثة لتحليل الأحماض الأمينية وتقييم نوعية البروتين 
نماذج لقيم الأحماض الأمينية فى بعض أصناف الخمور 


1 


الحمض الأمينى تنامدع2010 6ع 1011180 








* تدل هذه العلامة على وجود فروق واضحة بين هذه الأنواع من الأحماض الأمينية 
وَاطْونَاك الكموو المدكروة: 
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الطرق الحديثة لتحليل الأحماض الأمينية وتقييم نوعية البروتين 
ب - فى اللحوم ومنتجاتها 5اع0ا001:م ]562 لصة 7121 


)١(‏ يمكن الكشف عن وجود أنواع من اللحوم الرخيصة الثمن فى اللحم حيث 
أن وجود المركب 706]1[/181510126 -1 يدل على الخلط بلحوم 
الدواجن. كما ان وجود 11150101926 7260/1 -3 يدل على خلط اللحم 
بلحم الخنزير كما أن زيادة نسبة الهستيدين الى الأرجنين فى اللحم يدل 
على وجود لحم الحصان. 

©0226 تقدير الكولاجين أو محتوى الأنسجة الضامة 6لاناء‎ )١( 


(01600)) 0262© 1155116 بتقدير محتوى الحمض الأهيتى هيدروكسى 
برولين من المعادلة . 
38 06 011 - 0100-90 
أو بتقدير محتوى الجليسين 
0> 4.2 -23.0 /4.2 - 96 نزاع < 01096 
3 -6 لإاع * 5.32 - 
الكشف عن بروتينات من مصادر غير اللحمية 12ع0106 72626 1102 
)١(‏ الاعتماد على نسب أحفاسن أميدية معينة 13110 210 51010 . 
)١(‏ المقارنة باستخدام لحوم قياسية 502202170 11626 . 
(؟) تقدير المحتوى البروتينى (ل) الذى يعتمد على محتوى الأحماض 
الامينية الكلية (36) باستخدام المعادلة التالية:- 
72-1 1.014 -< م 
أى بمعرفة كمية الأحماض الأمينية الكلية (70) يمكن معرفة المحتوى 
البروتينى فى العينة (1) . 
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5 |[ ظ1 


با8 .لع 155 ,ذأولا[لهصخ 01 كل0طاء14 1ها01 مملم1ء550م ,ذم ٠‏ 
ثلا ,دماع لتاعخ ,كأانتلصعط0 لدع نانالهمث 0121121 01 12105ء550م 
.(1990) 

102208 .[ ,.[.8 باع0600 لصهة .خآ ,تعم 17/1 .8 ,تعماءعنر8 ٠‏ 
.(1989) 476:73 

100 01 321112211011 نال ,.0) ,آل لصة .)© رلة؟]' ...8 ,قضقط) ٠‏ 


لأمةء عمق ااععتجد نزام ذدععء عالع نل لعأدععا-عم 1 لمللة صا 22105 متتتررة 01 
4 -479: (2) 47.تتاعط) 1000 ع عاععث .ل .كادع:مطام7ماععاء 11و[ 


)1999( 

9 0تتتعطء810 .أممخ ,.2.حآ ,لتقطع 1لا لصة .شد ,تعطهن0) ٠‏ 
(1993) 

:9 :561 2000 .[ط.2 ,موواعاة ممه 5.ن) ,زع الاع2 ,فلا بناوده0) ٠‏ 
(1984) 430 


-عخ1 طاعغ10م لطله لإعتعصط ,عع ترم أرعوورط عول8 لخ 80 /0/18 مع ٠‏ 
دنال شفط :20.522 ر5علمع5 أتمرع؟]آ لمعلصاءع 1" 110لا ,كامعترع نان 
:51165 011مع1]1 5ع سصناعع14 هما 
(1973 ,1011 ,شط ,ولاع ع0 ,1717280) 

ته لكك بدطمععل0 ]1 ,فك ,130500 ر.ذكذ ,آءو5نا0لا .5 .خآ رعميوط ٠‏ 
المععع 11ل غه كلعع5 تعممعم 2ه 0145 باد لنع للطتعطء810 .1.ى ,القحرة[ 
.5 72510115 101 لع5]01 220 5عع5]3 1131011 
.(1982) 366-371 (9) 84 اعاألصسطء عاكممة رمعقاء5 عغاعطآ 

.ا بلملطععطذ-اط 200 قطة آذ ,12(23 ...1.5 ,عمروط ٠‏ 


.15م تتخقم35 30 2ط0(0[ 01 دع نكوع1 له 51101635 010111 ]0 تغط 
.(1987) 1-8 :(801.14)1. [.أملاعط 
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,217 خ-ا8 لطخ لمه فك ,طوع83] ,04 بمدطقطد ..5.] ,عونة] ٠‏ 
-13) .كلع56 21013طء111م له ملصتهل2ع112 01 زم لغةنالولع لدع تسمسعطت 
(1990) 313-319 :41 و5عغ1زععهم لا 5و5 


50 ذا طاعتدعوع8] امع ترنان) ,.0) ,70003850 لصة .8.آ ,رمقصسلازن ٠‏ 
.(1990) معع01آ مود ,رووع2 عالرع لمعه ,لاتأى لطع طن 


(199[1) 116:529 أولالدصث. ل ,/05لدمآ لمهة .(][ ,5ع1انلنا0] ٠‏ 


.0 206 مدع 1اممخ لعدعاعد2 لاع | بع 11 ,.ظ ,رعلزع5 لصهة .8ط ,اعل000 ٠‏ 
.(1991) 0774 -12-5091 


-008آ ,.لع2 /179ا15[تتعطء810 1دع1الالدمك ,.8 ,عاعء 2200 .[.0] ,عسام8 ٠‏ 
علرولا 781 ,كد50 لله /له11/اا صطه0ل ,لدع تصطععء1' عى ع ل1تامعاء5 قمر 
(1993) 


.80 م22 118 ,1132052001 0:5غ2مءم0 ,11 52165 ]21هنا0 ممتنصةث 12] ٠‏ 
.(1990) 90025 -01090 


5 .01101226081 .10آ .ل ,.3 ,قاعا5 لطة .5 ,مطههظ ,.ل8 .8 ,روعم0ل ٠‏ 
.(1981) 

(1990) 48:297 ع1 وأضنالط ,. 0.177[ ,1701 1/الا مد .31 .ل ,نإععة.] ٠‏ 

(1993) 14:642 5ع1انلقطعع 810 ,. 1 بمهمععطد له ."1 ,لم[ ٠‏ 

-كاء0آ[ اعع:1121 ,وأولالدمث 2000 01 32052001 . (لع) أع21011 831.1 مع[ ٠‏ 
.(1996) عممعا عصمط ,لحكدظ ,بكرملا وعلط ,عمال برعا 

له /ل1/11آ قطمل .15كلالدهمة لاعمث عمنتدحخ .(لع) .11 .ل ,لاللاطمعائة؟][ ٠‏ 
.(1981) 011لا برعل ,50115 

1010[ ضلقع35400 0غ نه خ1خء110010م] .ل.ل ,لصمل لمتكا لمة .خ1.آ معللامرك ٠‏ 
(1979) العملا بلاع81 ,كمه لصة /زع1/11آ صطم1 ,لإطموعع 20 متم ع0 

عاط لمعناعهةءط .ل.ل ,لمملعامنها لصة .آ.ل بطعزة01 ,1سا ,تعللامد ٠‏ 
عاتملا للاع281 ,5م50 لمةه /لع11/آا معطمل .أ معصسمماء؟ع1 لمطنغعكل8 
.(1988) 
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.(1982) 28:527 للاعطن) لان .10.11.[ روءم000) له .).0آ بلاعمعت[] ٠‏ 

324 :241 .01150122081.[ .شآ بلعء117 له .© بو1ععناءا .8 ,اندع 3مطلا ٠‏ 
.(1982) 

-ل01قطن) .[ ,.ظ.ن) بطع تلصعط لصه .5.2 ,ل1ع 2ه ,. 1 /ا ,مأعملء 1171 ٠‏ 
.(231:410)1982 .1م00 


الطرق الحديثة لتحليل الأحماض الأمينية وتقييم نوعية البروتين 
نبذة عن المؤلف 
المؤهملات العلميكة:- 
- بكالوريوس فى العلوم الزراعية «شعبة الكيمياء الحيوية: -)١1375(‏ ماجستير فى العلوم 


الزراعية «كيمياء حيوية» جامعة القاهرة (1177)- دكتوراه فى فلسفة العلوم الكيميائية 
«كيمياء الليبيدات»: جامعة لندن .)١914(‏ 


التسدرج الوظيفى:- 
- معيد بقسم الكيمياء الحيوية -)57-١5575(‏ مدرس (74-19174)- أستاذ مساعد 
(15176- 84)- أستاذ -)١1944(‏ رئيس قسم الكيمياء الحيوية .)١194 -١944(‏ 


الأوسمة والنياشين الحاصل عليها (محلية وأجنبية) :- 

جائزة الدولة التشجيعية ووسام العلوم والفنون من الطبقة الأولى عام ١9174‏ ثم مرة 
أخرى عام 13484- جائزة القرن العشرين من المركز العالمى للسيرة الذاتية- 
كأمبريدج- انجلترا (15559). 


مظاهر التقدير الأخرى:- 
اختير بصفته الشخصية لاعطاء محاضرات عن الزيوت الطيارة بموسكو مثلا لشركة 
بارفيكو(547١)‏ ومحاضرات عن التحليل الكروماتوجرافى ممثلا لشركة باى يونيكام 
(1944)- رشح من قبل جامعة القاهرة لنيل جائزة الدولة التقديرية -)199١(‏ رشح 
أيضا من قبل المعهد الأمريكى للسير الذاتية لجائزة الإنجازات مدى الحياة (19917)- 
أستاذ ومحاضر فى المؤتمر العالمى الخامس عن وقاية الأغذية المحفوظة بفرنسا 
-)١1190(‏ رئيس احدى جلسات مؤتمر الألوان بزراعة الإسماعيلية -)١197(‏ أسند إليه 
مراجعة كتابى ٠تحاليل‏ كيميائية وفيزيائية بمركز التعليم المفتوح بجامعة القاهرة 
)١1197(‏ وزيوت الطعام واستخداماتها لمركز الترجمة بجامعة الملك سعود (؟59١1)-‏ 
أستاذ ومحاضر وضيفا متميزا فى مؤتمر الزيوت العطرية الذى نظمته شركة يونج ليفينج 


١ع5ه‎ 
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بأمريكا -)١1554(‏ تم الإستعانة بأجزاء من أبحاثه بنشرها فى بعض الكتب العلمية 
المتخصصة بأمريكا- اختير عضوا فى: الجمعية الأمريكية للزيوت »)١19174(‏ الموسوعة 
القومية التى اصندرتها الهيئة العامة للاستعلامات بمصر (1585)» الجمعية الأمريكية 
لتقدم العلوم »)١15947(‏ الجمعية الدولية لكيمياء الحبوب بفرنسا (195١)؛‏ أكاديمية 
نيويورك للعلوم (19954)» مؤسسة ماركوس الأمريكية ضمن شخصيات الموسوعة 
العالمية دمن هم هؤلاء فى العالم» عامى »)١3937.6١15315(‏ موسوعة المركز العالمى 
للسيرة الذاتية بجامعة كامبريدج انجلترا -)١1597(‏ المعهد الأمريكى للسير الذاتية 81 
ضمن شخصيات الموسوعة العلمية للعلماء المتميزين )١951(‏ - محكم دولى فى؛: مجلة 
كيمياء الأغذية والزراعة العالمية بأمريكا »)١995(‏ المجلة العالمية لعلوم الأطعمة 
والتغذية بانجلترا (1191) . 


اللجان والهينات التى شارك فيها:- 

لجنة التحرير والنشر بالمجلة العلمية بكلية الزراعة جامعة القاهرة -)١595-1١918(‏ 
الهيئة المصرية للتوحيد القياسى وجودة الإنتاج- لجنة تقييم أبحاث وترقية أعضاء هيئة 
التدريس- اختير ضمن الوفد المصرى المشارك فى اللقاء المصرى والفرنسى حول مواصفات 
زيت الشلجم -)١13147(‏ الملتقى العلمى حول إنتاج الزيوت بأكاديمية البحث العلمى 
والتكنولوجيا -)١99١(‏ حلقة عمل عن غش الزيوت والدهون وصحة الإنسان التى أقامتها 
الجمعية المصرية المركزية لحماية المستهلك بالتعاون مع برنامج الأمم المتحدة للتنمية 
(1991)- عضوا فى اللجنة القومية للكيمياء الحيوية والبيولوجيا الجزيئية بأكاديمية البحث 
العلمى والتكنولوجيا (1951) . 


أهم المؤتمرات والاجتماعات التى حضرها أو مثل بلاده فيها:- 

المؤتمر العلمى الثالث عن أكسدة الليبيدات بفرنسا (1577)- ندوة عن اصابة البذور 
الزيتية بالفطريات بجامعة شمال شرق ويلز- انجلترا -)١5174(‏ ندوة عن استخدام الفطريات 
لإنتاج الدهون بجامعة شمال شرق ويلز- إنجلترا -)١19817(‏ المؤتمر القومى الأول )١981(‏ 
والثانى )١145(‏ والرابع )١1941(‏ للكيمياء الحيوية بمصر- المؤتمر الدولى الجديد فى 


5 








الطرق الحديثة لتحليل الأحماض الأمينية وتقييم نوعية البروتين 


تكنولوجيا الغذاء لحفظه وتوفيره -)١1981(‏ مؤتمر جامعة البحث الألمانية -)١9197(‏ أعياد 
العلم بسوريا الثانى والشلاثون )١997(‏ والثالث والثشلاثون )١99*(‏ والرابع والشلاثون 
(1994)- مؤتمر البحث العلمى ودوره فى المحافظة على التنوع البيولوجى فى الوطن 
العربى بسوريا -)١9155(‏ مؤتمر اتحاد جامعات دول البحر المتوسط -)١515(‏ المؤتمر 
العالمى التاسع عن السموم الفطرية بإيطاليا (1597)- المؤتمر العالمى السابع من حماية 
الأغذية المصنعة بالصين -)١1198(‏ الندوة الأولى لسلامة الأغذية بالسعودية -)5٠٠٠١(‏ 
الندوة الثانية لآفاق البحث العلمى فى العالم العربى بالشارقه دولة الامارات العربية المتحدة 
20500 
أهم المؤلفات والأبحاث العلمية المنشورة:- 

قام بتأليف ثلاثة كتب وهى «التحليل الكروماتوجرافى: (رقم الإيداع 0811/ 1950)- 
«كتاب كيمياء الليبيدات: (رقم الإيداع ٠1ه*/ -)١191‏ «التحاليل الطبيعية والكيماوية 
للزيوت والدهون والزيوت العطرية فى المجلات العالمية الأمريكية الأوربية والمصرية. قام 
بالإشتراك مع بعض أعضاء هيئة التدريس بكلية الزراعة جامعة القاهرة بتأليف كتاب 
«أساسيات الكيمياء الحيوية. (رقم الإيداع .)49/117٠١‏ 


١ ا‎ 


رقم الإبداع : ٠٠07/1911‏ 


977-281-232-0 : الاظ5ك]1 


مطابع الداد المندسية 
تليفون/فاكس : 1.7598ه 


